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SUR L'UTILISATION DE L'AZOTE PAR LE BLÉ 
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OU LA LUMIÈRE SONT EN QUANTITÉ INSUFFISANTE 
RELATIONS AVEC L'UTILISATION DE L'EAU 


PAR 
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PLAN DU MÉMOIRE 


I. — Introduction. 
II. — Conditions expérimentales et protocole expérimental. 
III. — Résultats. 
I. — Expérience sur l'interaction lumière-nutrition azotée 
tardive. 
2. — Expérience sur l'interaction eau-nutrition azotée tar- 
dive. 
3. — Eau utilisée. 


a) Influence de la nutrition azotée tardive. 
b) Relation eau-rendement dans le cas où l'eau est le 
facteur limitant le rendement. 


IV. — Discussion. 
Résumé. 


I. — INTRODUCTION 


L'utilisation de l'azote par le blé, et, en l'occurrence, nous entendons 
par là l’action finale sur le rendement en grains, lorsque l'eau et la lumière 
sont en quantités insuffisantes, pose des problèmes théoriques dont la 
solution intéresse directement l'Agriculture. Ainsi : 

Lorsque l’eau ou la lumière sont des facteurs limitant le rendement, 
que deviennent les besoins en azote? Quelles sont les relations entre l'uti- 
lisation de l'azote et l’utilisation de l’eau ; et, en particulier, comment 
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varie la « quantité d’eau nécessaire à l'obtention de 1 kg de matière sèche » 
en fonction de la nutrition azotée? 

Pour essayer de répondre partiellement à ces questions nous nous 
sommes placés dans des conditions expérimentales particulières destinées 
à simplifier autant que possible le problème. 


II. — CONDITIONS EXPÉRIMENTALES 
ET PROTOCOLE EXPÉRIMENTAL 


Conditions expérimentales. 


La partie végétative du blé ne croît plus après la floraison. Une 
absorption d’azote à partir de ce moment n’a plus d'action sur la crois- 
sance végétative. Néanmoins, l'azote absorbé à la floraison est utilisé 
et a une nette action sur l’activité assimilatrice du blé cultivé aussi bien 
en plein champ (1) qu'en pots de végétation (2), lorsque le facteur eau 
n’est pas le facteur limitant et que la lumière est normale. 

Nous avons donc commencé l'expérience (ombrage, nutrition azotée, 
déficience en eau) 4 la floraison, sur une série de pots de blé, celui-ci ayant 
été auparavant régulièrement alimenté en azote. J'insiste donc sur le 
fait que nous nous sommes placés « à surface foliaire égale » et que les 
variations d'ordre physiologiques qui nous intéressaient plus spéciale- 
ment étaient celles : de l’activité assimilatrice (se traduisant par une va- 
riation de la récolte de grains), de l’activité transpiratoire… 


Protocole expérimental. 


Les pots de végétation utilisés étaient du type BURGEVIN (3) c'est-à- 
dire sans drainage. S'ils présentent l'inconvénient d’obliger à faire des 
pesées journalières pour apporter la quantité d’eau optimum, ils présen- 
tent par contre l'avantage de permettre le contrôle aisé de la quantité 
d’eau utilisée, et surtout, en laissant sèche la surface de la terre et en la 
recouvrant de gravillons, de diminuer au maximum les pertes par évapora- 
tion ; et, en conséquence, de connaître avec une bonne approximatioti 


l’eau utilisée par la transpiration. 


1° Expérience lumière-azote. — Ia terre de chaque pot reçoit 
une forte fumure comportant pour chaque pot de 53 dm? de surface et 
10 kg de terre sèche : 8 g de scories de déphosphoration, 2 g de chlorure de 
potassium, 3 g de sulfate de potassium, 8 g de superphosphate de chaux 
ce qui constitue une très forte fertilisation phosphatée et potassique et 
apporte des quantités importantes de soufre, calcium, magnésium, chlore. 

La nutrition azotée était assurée avec continuité par apports succes- 
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sifs, à chaque pot, d’une solution de nitrate de calcium contenant 250 mg 
d'azote : les 16 décembre, 9 avril, 26 avril, 7 mai, 20 mai, 28 mai, 5 juin. 
Le 19 juin (floraison) et le 24 juin l'azote n'était apporté qu'à la 
moitié des pots, l’autre moitié n’en recevant plus après le 5 juin. 
À la floraison la moitié des pots à « azote tardif » et la moitié des pots, 
sans « azote tardif » étaient mis en permanence sous tn ombrage ne lais- 
sant passer que 60 p. 100 de l'intensité lumineuse. 


2° Expérience eau-azote. — I,a fertilisation est la même que celle 
indiquée ci-dessus. 

À partir de la floraison la moitié des pots de chaque catégorie (avec 
azote et sans azote tardif) reçoivent une quantité d’eau égale à la moitié 
de celle que reçoivent les pots avec azote tardif auxquels l’on restitue 
toute l’eau utilisée. Au début de l'expérience (commençant à la floraison) 
le blé de ces deux catégories de pots ont à leur disposition une quantité 
d'eau optimum mais dans la catégorie « déficiente en eau » la teneur en 
eau de la terre diminue rapidement et après un temps relativement court 
les plantes de ces pots ne peuvent utiliser que la quantité d’eau égale 
à la moitié de celle des pots ayant une nutrition en eau optimum et une 
nutrition azotée tardive. 


III. — RÉSULTATS 


1° Expérience sur l'interaction : lumière. —— Nutrition azotée tardive 


Pleine lumière | Ombrage 


Avec N tardif Sans N tardif Avec N tardif Sans N tardif 


POdSorTAiIns ee Pret 106 88,5 07 76 
(g par pot) | 

(à 15 % d'eau) | 

Poids paille sèche........ 76 ENS 72 

(g par pot) 


— 
D 


Nous pouvons remarquer que, si la récolte de paille est peu variable, 
par contre la variation de la récolte de grains est très forte. Toutes 
les différences dans les récoltes de grains sont très hautement signifi- 
catives. 

Nous constatons que la déficience en lumière comme la déficience 
en azote diminue le rendement. 

Mais la constatation nous paraissant la plus importante est la suivante: 
si l'azote tardif a une forte action sur la récolte de grains en lumière nor- 
male, il a une action au moins aussi forte lorsque le blé a été ombré à partir 
de la floraison. 
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2° Expérience sur l'interaction : eau — nutrition azotée tardive. 
Q. eau ", q ets . 
(eau suivant besoins) (eau moitié des besoins environ) 


Avec N tardif Sans N tardif | Avec N tardif Sans N tardif 


1 
on 


(STARS 28 te mr M ee à 89 71 7755 
(à 15 % d’eau) | 

(g par pot) 
Paille seche. Mere. | 
(g par pot) | | 


— 
J 
= 
Q 
Q 
Ÿ 
OT 
=1 
+ 


Dans cette expérience on constate que si l’eau est déficiente la nu- 
trition azotée tardive n’a pas d'action significative sur le rendement en 
grains. Mais l’on peut remarquer aussi que si le blé est déficient en azote 
une quantité d’eau ad libitum ne lui est pas favorable. 

D'autres expériences ont été effectuées suivant le même protocole 
et l’on retrouve ces mêmes résultats généraux. Bien entendu, le même 
type d’ombrage peut avoir une action plus ou moins forte parce que la 
luminosité naturelle après floraison est plus ou moins forte. De même dans 
l'expérience eau-azote, les pots avec « disponibilité en eau moitié » n'at- 
teignent cette phase stationnaire qu'après un temps plus ou moins court 
selon l'intensité de la transpiration pendant les jours suivant la floraison. 


3° Eau utilisée 


a) Influence de la nutrition azotée tardive : 


Nous n'avons malheureusement que des résultats se rapportant à 
des blés sous ombrage placés dans les mêmes conditions que l'expérience 
n° 1, et dont le rendement en grains était fortement accru par la fertilisa- 
tion azotée. 


Eau utilisée par pot (en dm) 


Avec azote tardif Sans azote tardif 


Du TNA Ta nee nee 2,45 2,40 
Du 13 juin au 13 juillet............... 775 5,60 
DOMAILTRTEE SRE nt OR RAR RC ER 10,20 8,00 


La floraison de ce blé a eu lieu le 127 juin et l'azote tardif mis le 2 
et le 14 juin. On constate tout d'abord une période (du 2 juin au 13 juin) 
où l’utilisation de l’eau a été, chaque journée, la même dans les deux sé- 
ries de pots. Il faut un certain laps de temps pour que l'azote soit absorbé 
et utilisé, et puisse avoir une action. Mais ce laps de temps est très court, 
et nous pensons qu'une autre cause intervient : peu après la floraison, le 
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blé bien nourri préalablement n’a pas de déficience en azote : ce n’est qu'en 
conséquence du passage des matières azotées de la partie végétative au 
grain que les feuilles s’appauvrissent et deviennent déficientes et 
ceci ne se produit que lorsque la croissance du grain est importante, c’est- 
à-dire après un certain laps de temps à partir de la floraison. 

Après le 13 juin, la déficience en azote a diminué la consommation 
d'eau de 28 p. 100 environ. 

L'augmentation de la production de matière sèche (rendement en 
grains) sous l'influence de la nutrition azotée tardive est corrélative d’une 
augmentation de la consommation d’eau. Mais, les chiffres de rendement 
obtenus, quoique étant affectés d’une assez forte erreur probable dans 
cette expérience, nous permettent de penser que l'augmentation de 
consommation d’eau (2,2 dm$ par pot) n’est pas proportionnelle à l’aug- 
mentation de rendement, c’est-à-dire que la quantité d’eau utilisée pour 
faire le supplément de matière sèche est relativement faible. 


b) Relation « eau-rendement » dans le cas où l’eau est le facteur himi- 
tant le rendement : 


Dans l'expérience pour laquelle les résultats de rendements sont 
indiqués dans le deuxième tableau nous avons effectué le 3 juin, c’est-à- 
dire juste après la floraison et juste avant le début de « l'expérience eau- 
nutrition azotée », un prélèvement de 4 pots nous permettant d’avoir la 
matière sèche de la partie aérienne du blé et par suite de connaître 
approximativement la matière sèche fabriquée ultérieurement. 


Q. eau q. eau 


Avec N tardif Sans N tardif Avec N tardif Sans N tardif 


Matière sèche... 12... 153 136,5 135,5 | 138 
par pot à la récolte (en g) 

Didtrére seche. "2.0" 116 116 116 116 

juste après floraison (3 juin)| | 

Matière sèche............ 37 2025 10,5 22 


formée à partir du 3 juin 


Nous constatons, bien que l'erreur probable sur ces chiffres soit 
assez forte, que le manque d’eau comme d’ailleurs le manque d'azote 
lorsque l’eau est en quantité suffisante, a diminué de moitié environ la 
quantité de matière sèche synthétisée après floraison par une plante 
bien alimentée en eau et en azote. 

La quantité d’eau utilisée à partir du 4 juin jusqu'à la récolte était 
de 12,8 dm® pour les pots alimentés à satiété et non déficients en azote 
et un peu plus de la moitié pour les autres (la moitié plus une partie de 
l’eau que contenait la terre au début de l'expérience, partie que l’on peut 
évaluer à 1,4 kg environ). On constate donc que pour une alimentation 
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en eau moitié moindre, la production de matière sèche a été environ 
moitié moindre, et correspond à une quantité d'environ 350 g d’eau uti- 
lisée pour une formation de 1 g de matière sèche. 

On peut considérer que dans ces expériences en pots telles qu'elles 
ont été conduites, l'évaporation de l’eau est très faible vis-à-vis de la 
transpiration, la surface sèche du sol recevant une très faible proportion 
de l'énergie lumineuse (la densité d’épis étant forte). On constate d’ail- 
leurs, en fin de végétation, alors que le sol reçoit une beaucoup plus forte 
proportion d'énergie lumineuse, une faible « évapotranspiration ». Donc 
la majeure partie de l’eau utilisée l’a été dans le phénomène de transpira- 
tion. 


IV. — DISCUSSION 


Nous avons étudié l'influence de la nutrition azotée du blé après 
floraison lorsque deux facteurs, l’eau ou la lumière, limitaient le rende- 
ment. Nous avons trouvé une influence absolument différente de la nutri- 
tion azotée dans les deux cas. En général, lorsque la déficience d’un fac- 
teur limite le rendement, il limite le besoin quantitatif d’autres facteurs. 
C’est ce que nous constatons pour l’eau. La diminution de l'alimentation 
en eau diminue le rendement et aussi le besoin en azote. Cela n'est plus 
vrai pour la lumière. 

Nous pouvons essayer d'expliquer physiologiquement ces faits 
lorsque l’on apporte de l'azote à la floraison et après floraison cet azote 
permet de remplacer (ou compenser) celui qui, sous forme d'azote organisé, 
s’en va de la partie végétative vers le grain. Par rapport au blé ne rece- 
vant pas d'azote « tardif », il sera plus vert, les feuilles jauniront moins 
vite. Il sera vraisemblablement absorbé plus de radiations par ces or- 
ganes chlorophylliens, et il en sera certainement plus absorbé par les 
constituants efficaces des organes chlorophylliens : les chloroplastes, 
dont l'importance pondérale a augmenté. 

On comprend alors plusieurs des faits constatés : 

1° I/'absorption d’une quantité plus grande de lumière et la pro- 
portion plus grande absorbée par les parties efficaces au point de vue 
photosynthétique, explique l'augmentation de rendement. Cela explique 
que le besoin en azote « tardif » soit grand en lumière atténuée (limitante) 
puisque l'azote contribue, somme toute, à une meilleure utilisation de 
cette lumière atténuée. 

29 Si plus de lumière est absorbée par la plante, il ne faut pas 
s'étonner que plus d’eau soit utilisée lorsque l’eau est « à satiété », puisque 
la majeure partie des calories effectivement absorbées sont utilisées dans 
le phénomène de transpiration et très peu dans la photosynthèse. 

3° Si, comme nous l’avons constaté dans une expérience « sous om- 
brage », le supplément de matière sèche produite sous l’action de la nu- 
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trition azotée « tardive » n’a nécessité qu’un supplément d’eau relative- 
ment faible, cela tiendrait à une efficacité plus grande de l'absorption 
des radiations du point de vue photosynthétique ; c’est-à-dire que le 
rapport : 


absorption de radiations par les chloroplastes 
absorption globale 


a augmenté ; et l’on comprend que le rapport : 


calories utilisées à la photosynthèse 
calories utilisées à la transpiration 


qui est en corrélation avec le rapport précédent soit aussi augmenté 
et que le rapport : 


supplément de matière sèche produite 
supplément d’eau utilisée 


soit relativement faible. 

Si l’eau est en quantité restreinte, on conçoit que ce qui a tendance 
à augmenter l'absorption de l'énergie lumineuse n’est pas favorable, 
puisque la plus grande partie de ces calories absorbées ne peuvent être 
évacuées par la transpiration de l’eau, d’où des troubles complexes dans 
la physiologie de la plante. 

Bien entendu, il y a des degrés dans la déficience en eau ; et l’on peut 
penser que la déficience en eau allant en croissant, la même quantité 
d'azote « tardif » agisse de moins en moins sur l'augmentation du rende- 
ment et puisse même devenir dépressive. 


RÉSUMÉ 


Dans un but de simplification, les expériences commençaient lorsque 
la croissance végétative du blé était terminée, c’est-à-dire à la floraison. 

19 I,orsque l’eau est en quantité suffisante, nous constatons que, si 
la nutrition azotée « tardive » augmente beaucoup la récolte de grains 
en lumière normale, elle a une action au moins aussi forte lorsque la di- 
minution de lumière limite le rendement. 

29 Lorsque l’eau est déficiente, la nutrition azotée « tardive » n’a 
pas d’action sur le rendement en grains, et réciproquement si la nutrition 
azotée « tardive » est déficiente, une quantité d’eau «ad libitum » n’est pas 
favorable. 

30 Dans une expérience réalisée sous ombrage et avec de l'eau ap- 
portée en quantité suffisante, on constate qu'une nutrition azotée « tar- 
dive » augmente, après un certain laps de temps, la quantité d’eau utili- 
sée. Toutefois, le supplément de rendement obtenu ne correspond qu'à 
une utilisation supplémentaire d’eau relativement faible. 

49 Lorsque l’eau a limité le rendement, la diminution de produc- 
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tion de matière sèche a été, dans nos expériences, du même ordre de 
grandeur que la diminution de l’eau utilisée. 

Évidemment les résultats obtenus dépendent des conditions expé- 
rimentales et tout particulièrement de l'intensité des déficiences réa- 
lisées. 
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I. — Introduction. 
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2. — Mise en culture. 
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V. — Transformation de la molécuie d arginine. 
A. — Recherche de l’urée dans le tubercule de Topinambour. 
B. — Recherche de l’ornithine dans le tubercule de Topi- 
nambour. 


VI. — Conclusion. 


IL — INTRODUCTION 


Au cours d’un travail précédent (4) nous avons signalé la teneur 
extrêmement élevée en arginine libre du tubercule de Topinambour au 
cours du repos hivernal et sa disparition rapide au départ de la végétation. 

Nous savons également, depuis les travaux de GAUTHERET dès 1940, 
que ce rhizome est un excellent matériel pour la culture de tissus. Le 
parenchyme vasculaire de cet organe prolifère très activement lorsqu'on 
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le cultive sur des milieux gélosés contenant une auxine à des concentra- 
tions comprises entre 10% et 108. Par contre, il ne se développe pas du 
tout en l'absence de substances de croissance. On peut donc, à volonté, 
induire la croissance en introduisant une auxine dans le milieu de culture. 

Ces observations nous ont conduit à étudier l’évolution des acides 
aminés libres dans les tissus du tubercule de Topinambour au cours de 
la croissance en utilisant pour cela, d’une part la technique classique des 
cultures de tissus et d’autre part les méthodes biochimiques d'extraction 
et d'analyse des acides aminés. Ce sont ces techniques que nous allons 
maintenant exposer. 


II. — TECHNIQUES 
A. — TECHNIQUE DES CULTURES DE TISSUS 


Les méthodes de culture que nous avons employées étant celles 
qui ont été imaginées et décrites par GAUTHERET dans son Manuel 


Technique (6), ce n’est que succinctement que nous en rappellerons les 
grandes lignes. 


1. — Milieu de culture 


Le milieu de base, relativement simple, est constitué par une solu- 


tion minérale, la solution de Knopp diluée de moitié, dont la formule est 
la suivante : 


Nitrate de calcium 


anses Dore nra dense setesvess ets ce 0.5 £g 
Nitraterde potassium NEO. 0,125 © 
SUR TS de MAÉ eee Eee 0,125 
Phosphaté MONnOPOtASSIQUER 0,125 £ 
Hat MS Allée dans lé PE re eee ce 1 000 ml 


A cette solution on ajoute : 

3 p. 100 de glucose, 

1 ml d’une solution oligodynamique (solution de BERTHELOT, 
modifiée par HELLER (1), 

et de l'acide naphtalène acétique, à la concentration de 3. 107. 

Les tissus isolés ne supportant pas l'immersion à l’intérieur des 
liquides, on solidifie le milieu de culture par de la gélose, à raison de 
7 g par litre. Le milieu est lentement porté à l’ébullition pour obtenir 
la dissolution de l’agar-agar. Il est ensuite filtré sur coton hydrophile, 
puis réparti dans des tubes. Les tubes, bouchés avec du coton cardé, 
sont passés à l’autoclave à 1100C pendant 20 minutes. Après refroidis- 
sement, les tubes de culture sont prêts à recevoir les échantillons prélevés. 


(2) Solution de Heller : 


PEL ee a ro: CUITE de race MT NX 10 
LANG AR EN 23 XMToSt Aluminium. ...... HSE Tnt 
Poe taiere 1,8 X To’ NIGKEl ea SUN ATOS 
Manganèse ..... 2,5 -K VTo-8 Joe RE RS TRUE 76 X 10% 
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2. — Mise en culture 


Après avoir épluché soigneusement les tubercules, on plonge ceux-ci 
dans une solution d’hypochlorite de calcium (1) pendant 30 minutes. 
Après cette stérilisation superficielle, on lave plusieurs fois ces organes 
dans de l’eau stérile et on procède aux opérations de prélèvement. 
Celles-ci ont lieu dans une cabine à isolement préalablement lavée à 
l'alcool et dont l'air a été en grande partie stérilisé à l’aide d’une lampe 
à rayons ultra-violets. Après avoir éliminé avec un scalpel (?) les parties 
superficielles nécrosées par la solution d’hypochlorite, on découpe dans 
le rhizome des prismes de dimensions convenables. Ces explantats sont 
transportés aseptiquement dans les tubes contenant le milieu de culture. 


B. — TECHNIQUES BIOCHIMIQUES 
Étude des acides aminés libres 


a) Extraction. — On prélève, pour l'analyse, 50 g en poids frais du 
matériel à étudier. Il est fixé par une ébullition de cinq minutes dans 


EE — Sp , moteur SAPMI 
ii NP Me 1 /(6tours minute) 
i i É he Ÿ / 
' Aer 
F4 _pulpe 
boudin a 
, 7 dialyse' 
alcool vide 
4i deau 
T7 distillée 
@) 
/ ht extrait 
fragments de tubercule broyeur a hélice alcoolique 3 dialyses de 24h 
de topinambour 50 gr temps de Lopération 
de broyage 2 à 3 minutes 
Schéma n° r — Extraction des acides aminés libres : Diagramme opératoire. 


l'alcool à 96°. Dans ces conditions, l'échantillon peut être conservé presque 
indéfiniment. I/extraction proprement dite est effectuée suivant le 
schéma n° 1. 

On passe les fragments de tubercules fixés à l'alcool dans un broyeur 
à hélice pendant deux à trois minutes, de manière à obtenir une pulpe 
très fine que l’on transvase quantitativement sur un entonnoir en verre 
frité, de manière à séparer la solution alcoolique qui a servi à la fixation 
des tissus. Le broyat, recueilli dans un tube à dialyse, en cellophane, est 
dialysé trois fois pendant 24 heures contre de l’eau distillée à 0°, en pré- 


() 90 g d’hypochlorite de calcium à 200 chlorométriques dans 1 000 il d’eau distillée ordinaire 
sont agités constamment pendant 10 minutes. On filtre ensuite sur papier. La solution claire ainsi obte- 


nue est utilisée pour la stérilisation des tubercules. 7 Ces s 
(2) Tous LS Homes nécessaires aux manipulations sont passés à l'alcool et flambés. 
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sence de toluène qui a pour but d'éviter le développement de bactéries. 
C’est la forte teneur en glucofructosanes du tubercule qui rend nécessaire 
ces opérations de dialyse. Ces produits passent partiellement en solution 
et colmatent les colonnes de résines échangeuses d’icns utilisées pour le 
fractionnement ultérieur de l'extrait. 

La concentration des jus de dialyse, auxquels on a adjoint la frac- 
tion alcoolique ayant servi à la fixation des tissus, se fait par distillation 
sous vide à une température inférieure à 450. Après avoir été à sec, on 
reprend le précipité, qui contient toutes les substances solubles dans 
l’eau, par de l'acide acétique à I p. 100. 

Les acides aminés sont séparés des acides organiques et des sucres 
par passage sur Permutite 50, selon la technique de BOULANGER et 
BISERTE (2). 

Pour 50 g de matériel en poids frais on utilise une colonne de Per- 
mutite 30 de 10 ml. On vérifie que les acides aminés sont bien fixés par 
simple contrôle du pH du liquide s’écoulant à la base de la colonne. Les 
acides aminés prenant la place des ions H* de la résine, ce liquide doit 
présenter une réaction acide très nette (contrôlée à l'aide d'un papier 
indicateur de pH). 

L/'arginine étant fortement retenue par la Permutite 50, il est 
nécessaire d’éluer avec un très large excès d’ammoniaque normal (600 à 
800 mi). On concentre l'éluat comme précédemment, à sec, de facon 
à éliminer l’ammoniaque. On reprend les acides aminés, en plusieurs fois, 
par 25 ml d’eau contenant I p. 100 d'acide acétique. La solution ainsi 
obtenue est prête pour l’analvse. 


b) Dosage des acides aminés. — I,a technique de base que nous avons 
utilisée pour le dosage des acides aminés libres d’un échantillon donné 
est celle mise au point par STEIN et MOORE (15). Mais avant de l'utiliser, 
nous effectuons une chromatographie sur papier, dans le but d'avoir 
une indication sur la complexité du mélange. 


x) CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER. 


Nous avons choisi la méthode de chromatographie bidimensionnelle 
sur papier Whatmann n° 1, en suivant la technique de LEVY CHUXG (0). 

Les phases mobiles sont : 

ire dimension : Butanol acide acétique — eau (4 — 1 — 5); 

2° dimension : m-crésol — phénol (2 — 1) tampon borate pH = 8,3. 

Avant de développer la chromatographie dans la deuxième dimen- 
sion, le papier est imprégné, par pulvérisation, de tampon borate 
pH — 8,3. Les auteurs recommandent de protéger l'aire où se trouvent 
répartis les acides aminés avec une plaque de verre. On doit déconseiller 
cette pratique, qui crée une solution de continuité dans le papier. Le 
tampon est pulvérisé sur l’ensemble du chromatogramme. 
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Si, à la révélation, nous avons des doutes quant à l'identité d’un 
acide aminé, nous pratiquons des vérifications par chromatographie à une 
dimension, en encadrant la tache de départ de la solution à analyser par 
des taches contenant des acides aminés témoins. Dans ce cas, deux sol- 
vants sont employés : 

Solvant n° 1 : Butanol — Acide acétique — Eau (4 — 1 — 5). 

Solvant n° 2 : Phénol — Eau (100 — 20). 

La chromatographie sur papier, telle que nous l'avons utilisée, 


acides animés 
+ sucres 
+ac.organiques… : 


N.NH4OH 


permutite 50 


v sucre 
acides aminés  +acides organiques 
+ cathions +anions 
Schéma n°9 2 — Purification des acides aminés libres. 


ne donne que des renseignements qualitatifs. Ce n’est que d’une manière 
grossière qu'elle nous indique les proportions relatives des différents 
acides aminés. Ia détermination quantitative précise est faite suivant la 
méthode de STEIN et MOORE, que nous allons décrire maintenant. 


8) CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE DE RÉSINE DOWEX 50. 


STEIN et MOORE, depuis 1948, n'ont pas cessé de perfectionner leur 
technique de séparation et de dosage des acides aminés. Is ont d'abord 
effectué ces opérations sur des colonnes d’amidon (12) puis sur des résines 
échangeuses d'ions. Pour notre compte, nous avons utilisé des colonnes 
de résine polystyrène sulfonée Dowex 50 X 8, présentant un cross- 
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linkage de 8 p. 100. Rappelons brièvement les grandes lignes de cette 
technique. 

Les acides aminés dissous dans une solution d’acide acétique à 
1 p. 100 dans l’eau, sous un volume de 1 à 2 centimètres cubes et repré- 
sentant r mg d'azote environ, sont déposés au sommet de deux colonnes 
de résine Dowex 30. Une colonne de 100 X 0,9 cm servira à séparer 
l’ensemble des acides aminés, tandis qu'une colonne de 15 X 0,9 cm sera 
plusparticulièrement affectée à la séparation desacides aminés basiques, tels 
que l’arginine, l’histidine et la lysine. Ces acides aminés sont ensuite 
élués sélectivement par des tampons de pH croissant et à des tempéra- 
tures bien définies. Au bas de la colonne on recueille, à l’aide d’un collec- 
teur, des fractions de 1 ml d’éluat. L'acide aminé contenu dans chaque 
fraction est dosé colorimétriquement après réaction avec une solution 
de ninhydrine à 2 p. 100. 

Le collecteur de fractions utilisé a été construit au laboratoire. Le 
plateau supportant les tubes est soumis à un couple constant à l’aide d'un 
contrepoids. Le passage d’un tube à l’autre s'effectue par l'intermédiaire 
d’un échappement électromagnétique. L'éluat est recueilli dans un siphon 
de 1 mlet l’impulsion électrique qui agit sur l'électro-aimant, provoquant 
ainsi la rotation du plateau, se produit au moment ou l'éluat établit 
le contact entre deux électrodes de platine plongeant dans le siphon à un 
niveau inférieur à celui de son amorçage. La liaison électrodes — échap- 
pement électro magnétique se fait par l'intermédiaire d'un système élec- 
tronique à constante de temps. 

Ils nous faut indiquer maintenant avec quelle précision nous avons 
pu effectuer nos dosages. 

Une première cause d'erreur réside dans la méthode utilisée pour 
recueillir l'éluat sous des volumes égaux d'environ 1 ml. Dans leur 
méthode STEIN et MOORE emploient un dispositif compte-gouttes, qui 
transmet l'impulsion au plateau du collecteur. Mais le volume des gouttes, 
fonction de la viscosité, varie avec la température. Or celle-ci passe, au 
cours du dosage, de 379 à 750. L'emploi du siphon à contact nous a semblé 
préférable, puisqu'il recueille 1 ml d’éluat en un quart d'heure, ce qui 
permet au liquide un retour à la température ambiante. De plus, il en- 
traîne l'utilisation, d'un appareillage de commande électronique sim- 
plifié. 

Une étude statistique des volumes distribués par le siphon nous 
permet de vérifier la précision de cette méthode. 50 mesures nous ont 
donné pour moyenne 1,233 ml, avec un écart type — 0,01 238 ml, 
ce qui correspond à un écart type sur la moyenne « m — 0,002 ml. 
Dans ces conditions, on a 095 chances sur 100 pour que la moyenne 
d'un autre échantillon de mesures soit comprise entre 1,229 mil et 
sa DR a À 
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Une seconde source d'erreurs provient de la répartition du réactif 
et du diluant qui sont ajoutés au cours du dosage, avant de passer 
les tubes au colorimètre. Pour distribuer les 2 ml de réactif à la ninhy- 
drine, puis les 5 ml de diluant (propanol — eau 1-1), nous utilisons des 
rhéomètres de Vernes, dont la précision s’est révélée bien supérieure 
au I/100€. 

Plusieurs dosages effectués sur le même échantillon ont donné, 
pour les principaux amino-acides qui nous intéressent, des résultats con- 
cordants avec une erreur relative inférieure à 5 p. 100. 

Grâce à cette technique, il nous a été permis de suivre, en fonction 
du temps, les variations qualitatives et quantitatives de {a fraction 
acides aminés libres du tubercule de Topinambour. Cependant, elle est 
longue et onéreuse. Aussi avons-nous utilisé quelques techniques spéci- 
fiques de dosage pour certains amino-acides. 


y) TECHNIQUES SPÉCIFIQUES. 


C'est en premier lieu les variations de la teneur en arginine du tuber- 
cule de Topinambour qui nous ont intéressé. Pour saisir ces fluctuations, 
nous avons utilisé le dosage colorimétrique qui fait intervenir la réaction 
de Sakaguchi. 

Dosage de l’Arginine. — Ce dosage colorimétrique spécifique des 
guanidines monosubstituées, utilise la formation d'un colorant rouge 
intense lorsqu'un mélange d’arginine et de phénol comme l’x-naphtol 
est traité en présence d’un oxydant comme l’hypochlorite où l’hypo- 
bromite. 
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Le mode opératoire que nous avons suivi est dû à MAC PHER- 
SON (II). 

Pour obtenir de bons résultats, il faut, dans la prise d'essai, une 
concentration en arginine comprise entre 75 et 200 ug par ml. Dans ces 
conditions, on se trouve dans la portion linéaire de la courbe étalon 
établie au moment du dosage. Une analyse critique de nos résultats 
a montré qu'ils étaient entachés d’une erreur n'excédant jamais 
IO P. I00. 


Amino -acides conc mM 
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Dosage de l'Ornithine. — 1,'ornithine peut être dosée en l'absence 
de certains acides aminés {proline, lysine et hydroxylysine) par une 
méthode colorimétrique mise au point par CHINARD (3). Le mode opéra- 
toire que nous avons utilisé est le suivant : 

Nous séparons tout d’abord l’ornithine des acides aminés gênants 
par chromatographie sur colonne d’amidon de 30 *X 0,9 em, suivant la 
technique de SrEIN et MooRE (14). Sur ces colonnes, les acides aminés 
sont élués avec les solvants suivants : 

19 — 1-2-1 : Butanol normal — Propanol normal — 0,1 N-HCI; 

29 — 2-1 : Propanol normal — 0,53 N-HCI. 

L,'ornithine (fig. 3) sort en même temps que la cystine (13). Les frac- 
tions d'environ un centimètre cube correspondant au pic de la cystine 
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FiG. 3. — Séparation des acides aminés par chromatographie sur colonne d'amidon 


par la technique de Stein et Moore. Ordre de sortie de l'Ornithine. 


sont analysées en suivant le procédé de CHINARD. À chaque fraction 
on ajoute : 

1 mil d'acide acétique glacial ; 

1 ml de réactif à la ninhydrine (1). 

Les tubes soumis à l'analyse sont capuchonnés et portés au bain- 
marie à 1000 pendant une heure. En présence d'ornithine, une belle 
coloration rouge se développe. Le volume étant ajusté, en fin de réaction, 
à 3 ml avec de l'acide acétique glacial, on passe les tubes au photocolo- 
rimètre à 515 m y afin de déterminer la concentration de l’ornithine pré- 
sente par rapport à une gamme étalon. 

Nous avons également dosé la proline de la même manière, car 
elle produit la même réaction. 

Dosage de l'Urée. — Pour doser ce corps, nous avons suivi scrupu- 
leusement les techniques de FOSssE (5). FOssE, en effet, montre que l’urée, 


() Composition du réactif : 4o ml, 6 M PO4H3 — 60 ml, Acide acétique glacial — 2,5 g,Ninhydrine, 
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dans certaines conditions, réagit avec le xanthydrol pour donner un 
précipité insoluble, la dixanthylurée, suivant la réaction : 


LS ss AT 
NH |[H HO| — CH C= O 


CH 
O _ C 6-4 
Re < 
NH |H HO| — CH C0 
CH CH 
NH CH 0 
CH4 
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Ce précipité peut être facilement purifñié et recristallisé quantitati- 
vement dans la pyridine. Les cristaux de dixanthylurée signalent la pré- 
sence de ce métabolite et leur pesée renseigne sur la quantité de ce corps 
avec la précision de la balance. 


EL. — COMPOSITION EN ACIDES AMIXNÉS LIBRES 
DES TISSUS DU TUBERCULE 


Le tubercule de Topinambour est l'organe qui permet à la plante 
de passer l'hiver à l’état de repos. Il se forme dans le courant de septembre 
et persiste dans le sol jusqu’au mois d'avril de l’année suivante, époque 
à laquelle il disparaît après avoir épuisé ses réserves au profit de la plante 
nouvelle. Nous avons montré (4) que, pendant toute cette période de 
repos hivernal, d'octobre à mai, il renferme une teneur très élevée en 
arginine, pouvant atteindre parfois jusqu'à 300 mg pour 100 g de poids 
frais, soit 70 p. 100 de l'azote aminé libre du tubercule. Examinons la 
composition de cette fraction aminée afin de suivre son évolution au cours 
de la croissance de ces tissus 2n vitro. 

Des déterminations précises, faites dans cette période, suivant la 
technique de STEIN et MooRE, nous ont donné les chiffres suivants 

Pour un échantillon fixé le 22 mars 1935 nous avons, pour 100 g 
de matière fraîche, 151 mg d’arginine, soit 78 p. 100 de l'azote aminé 
libre. Viennent ensuite la glutamine et l’asparagine, qui représentent 
10,8 p. 100, puis l'acide glutamique 2,63 p. 100. Les autres acides aminés 
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présents n'apparaissent que dans des proportions inférieures à 2 p. IO0. 
Signalons l'absence complète de proline et d'hydroxy-proline. ( Tableau IV 


courbe n° 5). ? 
TABLEAU IV 


Composition en acides aminés libres du tubercule de Topinambour 
pris au stade du repos hivernal 


Temps = 0 
Quantité Hans de Quantité d'acide aminé ln rs F 
Acides aminés l'acide aminé en Pour Dour 100 mg de l'azote amine Dre Een 
l’azote aminé  £ I: grammes de poids 
cent de aminé libre total ë à 
libre total | | frais 
| 
% | mg mg 
Composé non identifié (*) .| 2,7 | 20, 12,5 
Acide aspartique ......... 0,45 433 0,279 
MATÉONINEN ER eee 1,15 9.8 6,1 
Sérine + glutamine FES 
+ asparagine. 10,8 535 | 334 
Acide glutamique......... 2,63 27,6 | 174 
GIMCOLONER ER 0,56 2 | 1,88 
ANADINEr Ce er cpu. 0,86 | 5:45 | 34. 
ISoleucme ser 0,08 | 0,76 | 0,40 
LEnCMmenes re Ras aure LÉ 14,4 | 8,95 
Hyrosine. 26-20. -e 0,86 10,2 | 6,35 
Phenylalanine. .......,... x? PAS | 73 
Hisudine me" tt cit. | 2,5 0:15 | 5,8 
LYSINE er ee nes see 2,05 10,8 | 6,76 
PTS IN enr ALL Sr 78; | 240, | 151, 


(*) Valeurs des concentrations exprimées en équivalent - leucine. 


Cette composition ne varie pas sensiblement pendant toute la période 
de repos, d'octobre à mars. Or GAUTHERET (7), dès le début de ses recher- 
ches sur la culture des tissus végétaux, a montré que du parenchyme 
vasculaire de Topinambour était incapable de se développer 2# vitro 
en l'absence de substances de croissance. Par contre, en présence d’une 
auxine — acide indol acétique ou acide naphtalène acétique — ils crois- 
sent vigoureusement pour donner des cals de parenchyme indifférenciés. 
Nous avons tout d'abord recherché si la mise en culture de ces tissus sans 
croissance, c’est-à-dire sur des milieux ne renfermant pas d’auxine, avait 
une influence sur l'évolution de leurs acides aminés. 

Pour cela, des fragments de rhizome, d'un poids voisin du gramme, 
ont été ensemencés sur le milieu de GAUTHERET privé d'auxine. Après 
10 jours de culture, l'échantillon fut fixé à l'alcool bouillant et ses amino- 
acides extraits et analysés. Le tableau X nous indique que l’arginine, 
dans cet échantillon, représente toujours une part très importante 
de l'azote aminé libre (66 p. 100). Par contre, la teneur de ces tissus en 
asparagine — glutamine, acide glutamique et alanine, semble avoir aug- 
menté. Cependant, nous allons voir qu'il n’y a rien de commun ici avec le 
remaniement profond que subit la fraction aminée soluble lorsque la 
culture a lieu sur un milieu nutritif renfermant une auxine. 
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IV. — ÉVOLUTION DES ACIDES AMINÉS LIBRES 
DES TISSUS AU COURS DE LEUR CROISSANCE 7N-V/TRO 


Pour étudier ce phénomène, nous avons utilisé, de la même manière 
que précédemment, des fragments de parenchyme vasculaire sur des 
milieux renfermant de l'acide naphtalène acétique à la concentration 
de 3 x 107. Tous les six jours, une fraction d'environ 30 g en poids frais 
de la culture a été prélevée, les tissus fixés à l'alcool bouillant et leurs 
acides aminés libres isolés. Nous avons choisi arbitrairement une durée 
de six jours pour la première fixation, car cette durée correspond à l'ap- 
parition des premières mitoses dans les explantats. L'analyse des acides 
aminés provenant d’une culture de six jours nous a montré, à notre grande 
surprise, que toute l’arginine des tissus avait disparu (tableau VIII, 
courbe n° 9). Par contre, deux acides aminés que nous n'avions pas ren- 
contrés dans le tubercule au repos représentent maintenant 33 p. 100 
de l’azote aminé soluble. Ces deux amino-acides sont la proline et l'hy- 
droxyproline. On peut signaler également une nette augmentation des 
amides, de l’alanine ainsi que de l'acide glutamique et de l'acide aspar- 
tique. Pour avoir un tableau complet de l’évolution des acides aminés, 
nous avons commencé nos fixations deux jours après la mise en culture. 
Les résultats obtenus à partir de ces échantillons confirment pleinement 
les observations faites précédemment. I,//examen des courbes n° 5, 7 et 0, 
qui résument l'évolution des amino-acides au cours des 6 premiers jours 
de culture, permet aisément de suivre la disparition de l’arginine dans les 
explantats et l'apparition de la proline et de l’hydroxyproline. 

En dehors de cette évolution, les analyses précédentes ont permis 
de constater la présence de composés non identifiés dans nos extraits. 
L'un d'eux est élué de la colonne de résine Dowex 50 bien avant les autres 
acides aminés, dans la région de l'acide cystéique et de la taurine. Il a été 
trouvé, dans le tubercule au repos et dans les tissus cultivés in vitro pen- 
dant 2 jours (tableau VI, courbe n° 7). D'autre part, dans la fraction ren- 
fermant les acides aminés libres provenant de cultures de 6 jours, se 
trouvent deux composés qui donnent une réaction colorée jaune avec la 
ninhydrine et semblent donc apparentés à la proline, d'autant plus que 
nous avons constaté, par chromatographie sur papier, qu'ils réagissent 
à l'isatine d'une manière identique à ce composé. 

Des cultures âgées de 20 et de 45 jours ont également été analysées 
afin de connaître leur composition en acides aminés (tableau XI). 

Aïnsi, après 20 jours, nous voyons d’une part que la proline a consi- 
dérablement diminué puisque nous n’en trouvons plus que 1,2 p. 100 et 
d'autre part que l'hydroxyproline a disparu. De leur côté, les amides ont 
légèrement diminué, tandis que l’arginine a fortement augmenté, attei- 
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TABLEAU VI 
Composition en acides aminés libres du tubercule de Topinambour 
mais en culture de tissus et fixé après deux jours de culture. 


Temps = "2 "jours. 
Quantité d'azote de Quantité d'acide Quantité d'acide 
l'acide aminé en aminé pour 100 mg aminé libre dans 
Acides aminés pour 105 de l'azote de l'azote aminé 100 grammes 
aminé libre total libre total de poids frais 
VA mg mg 

Composé non identifié (*) 35 25 16,7 
Acide aspartique ........ 851 20,2 10,6 
Hydroxyproline ......... 2,4 22,8 15,3 
HATÉQRINER An Le. 1,8 T5,4 11,7 
Sérine + glutamine 

+ asparagine 32,5 162 108,5 
Acide glutamique ........ 8,9 04,5 | 63,3 
POlINé Lee Mets ST 48,5 | 32,6 
CINCOCONER EEE 0,55 2,96 2 
ANA RE eee 4,83 30,8 20,6 
VAN RE 72 en 1,58 13,2 8,85 
ISOICU CUT EME rc tcecec 0,43 4,1 2,74 
Leucmeree- ss 0,51 4,77 re 
HNTOSIMES RE mere o,6I 722 4,82 
Phenylalanine 22220... 1,67 19,8 13,2 
EDSÈdneCre NL. 2,42 9 6,05 
ATPININC NES er eee 50 156 104 


(*) Valeurs des concentrations exprimées en équivalent-leucine. 


TABLEAU VIII 
Acides aminés libres du tubercule de Topinambour 
mis en culture de tissus et fixé après six jours de culture. 


Temps — 6 jours. 
Quantité d'azote de Quantité d'acide in One d'acide aminé 
Acides aminés l'acide CES pour 100 mg de l’azote|libre dans ro0o grammes 
as HR Rs aminé libre total de poids frais 
m 
% me me 

Composé non identifié (1)... 
Acide aspartique........... 2,2 20,81 19,6 
Hydroxyproline............ 18,5 187 165 
HIRréOnMeE mm E-e ce 1,38 11,8 11,2 
Sérine + glutamine + aspa- 

DAMES eee creme ee 26,4 131 125 
Acide glutamique.......... 5,0 59 56 
PIONEER ee 16,4 135 129 
OMC 0008 OPEN 0,59 3,2 3 
ATANINES Re res s 10,6 67,5 64,5 
Vale res: cr Muerecne 0,82 6,85 652 
Solucne ere Er... o,61 5,75 5,4è 
Lencinerte.. 0 rec-eccre 0,79 705 6,73 
rome ce. set 1,69 20. 19 
Phenylalaniné- "70... TL 10,8 10,2 
FRS AIRE men ere sense 1,44 53 5 
ÉVSINO EEE Fee. --ce 0,39 2,04 1,94 
ATHIMNE- ec --meee 3,28 10,2 (M 


() Valeur des concentrations en équivalent - leucine. 
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gnant 23 p. 100 de l'azote aminé libre. Signalons que c’est 20 jours après 
la mise en culture que l’activité cellulaire est la plus intense. Au bout de 
45 Jours, au contraire, les tissus ont épuisé en grande partie le milieu 
nutritif et leur croissance est déjà ralentie. Dans ces conditions, la quantité 
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d’arginine augmente encore (44 p. 100). On voit également la teneur en 
proline croître tandis que les amides s’épuisent. Nous nous contentons 
simplement de signaler ici ces fluctuations au cours du vieillissement et 
nous allons maintenant étudier les transformations que subit la molécule 
d’arginine au cours de sa dégradation au début de la culture. 
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TABLEAU X 
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Composition en acides aminés libres du tubercule de Topinambour 
mis en culture de tissus sur milieu de Gautheret sans auxine 
et fixé après 16 jours de culture. 


Acides aminés 


Quantité d'azote de 
l'acide aminé en 
pour 100 de l’azote 
aminé libre total 


Quantité d'acide 
aminé pour 100 mg 
de l'azote aminé 
libre total 


Quantité d'acide 
aminé libre dans 
190 grammes 


de poids frais 


Composé non identifié (*) .. 


Acide aspartique 
Sérine + asparagine ....... 

+ glutamine. 
Acide glutamique.......... 
Glycocolle Er. 2 0 
AMIE ere een 
BÉRAlADINE Terre. ce 
ATSIDINEN teen eee 


% 
5,2 


0,9 


20,9 
4,4 
o,8 


5 


1,5 


66 


(*) Valeur des concentrations exprimées en équivalent-leucine. 


TABLEAU XI 


Acides aminés 


Quantité d'acide 
aminé libre 


dans 100 grammes 


de poids frais 


Quantité d'acide 


aminé pour 100 mg 


de l'azote aminé 
libre total 


Quantité d'azote 
de l'acide aminé 

en pour 100 de l'azote 
aminé libre total 


Composition en acides aminés libres du tubercule de Topinambour 


mis en culture de tissus, fixé après 20 jours de culture. 


Acide aspartique ........ 
RÉTÉOUMEN En 
Sérine + asparagine 

+ glutamine . 
Acide glutamique ........ 
PrONNEL some 


mg 


43.6 
O,I 


81,3 
343 
10 
29,7 
0,7 


73 


Composition en acides aminés libres du tubercule de Topinambour 


mis en culture de tissus et fixé après 45 jours de culture. 


Acide aSparique ........: 
Sérine + asparagine 

+ glutamine . 
Acide glutamique ........ 
Proline 


ss. 


sn ssse 


13:5 
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V. — TRANSFORMATION DE LA MOLÉCULE D’ARGININE 


Les tableaux IV VI, VIII et les courbes n° 5, 7, o semblent indiquer 
d'une manière claire que l’arginine se transforme dans les premiers temps 
de la culture en acide glutamique, en glutamine, proline et hydroxy- 
proline. L'hypothèse qui vient immédiatement à l'esprit est que ces trans- 
formations sont analogues à celles que l’on observe chez les animaux 
ou chez les microorganismes et que nous résumerons dans le tableau sui- 


vant-: 
urée > CO, + 2NH,; 


g- 


N 


arginine 
ornithine — semi aldéhyde glutamique 


proline < ac. pyrroline carboxylique 


Pour vérifier une telle hypothèse, nous avons tenté de mettre en 
évidence les produits intermédiaires de cette chaîne de réactions. Les 
deux premiers composés étant l’urée et l’ornithine, nous nous sommes 
attaché tout spécialement à leur recherche. 


A. — RECHERCHE DE L'URÉE 
DANS LE TUBERCULE DE TOPINAMBOUR 


Pour mettre ce corps en évidence, nous avons tout d’abord recherché 
dans laquelle des fractions obtenues au cours de l'extraction des tissus 
on peut espérer le retrouver. La littérature fournit à ce sujet des rensei- 
gnements contradictoires. BOULANGER et BISERTE (2) prétendent que 
l’urée est retenue par la résine que nous utilisons, la Permutite 50, et 
qu’elle peut être éluée à l’ammoniaque normale. Par contre, MAUZERALL 
et GRANIK (10) signalent que l’urée n’est pas retenue sur la résine Dowex 
50 x 8, qui est une résine polystyrène sulfonée sensiblement identique à 
la Permutite 50. Nous avons donc cherché à vérifier nous-même si ce 
corps était bien retenu par la Permutite 50 préparée comme nous l'avons 
indiqué. Pour cela, nous avons utilisé quatre colonnes de résine, de 7 ml, 
comparables à celles qui nous servent à fixer les acides aminés provenant 
de l'extraction de nos échantillons. Sur ces colonnes, nous avons fait passer 
10 mil d’une solution contenant 15 mg d’urée. À la base des colonnes, 
l’effluent est recueilli, ainsi que les eaux de lavage des colonnes. Sur cha- 
cune d'elles, on fait passer respectivement 100, 200, 300 et 500 mi d'eau 
distillée. Après concentration de ces fractions, l'urée qu'elles peuvent 
contenir est précipitée par le xanthydrol suivant la technique de FOSSE (3). 
Les quantités d’uréine ainsi obtenues sont les suivantes : 

Cette expérience indique bien que l’urée n'est pas retenue par la 
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Permutite 30. Aussi, nous l’avons recherchée directement dans le tissu 
du tubercule par la technique de FOSSE : 


Poids d’uréine correspondant à 15 mg d’urèe: 15 X 7 = 105 mg 
Poids d’uréine effectivement précipitce : 
re colonne : lavage avec 100 ml d’eau distillée ......... 74 mg 
2me colonne: lavage avec 200 ml d’eau distillée ......... 75 Mg 
3e colonne: lavage avec 300 ml d’eau distillée ......... 93 Mg 
4m colonne: lavage avéc 500 ml d’eau distillée ......... 98 mg 


Pour cela, 100 g en poids frais de tubercule sont finement broyés 
dans 100 ml d’acide acétique glacial, puis filtrés et la solution complétée 
à 250 ml par de l'acide acétique à 50 p. 100. On ajoute alors 


X 230 — 10 mi de xanthydrol à 5 p. 100 dans le méthanol. Après 
2) 


24 heures de séjour à la glacière, le dépôt d’uréine est recueilli et purifié 
par la pyridine bouillante, qui en dissout environ un centième de son 
poids et la laisse recristalliser par refroidissement. Ce dépôt d'uréine 
représente en poids quelques milligrammes. On ne peut, dans ces condi- 
tions, envisager une étude quantitative. Mais, du point de vue qualitatif, 
ce fait est intéressant, car il démontre d’une manière absolue que l’urée 
peut être mise en évidence dans le tubercule de Topinambour. 

Signalons également que l’urée peut servir de source d'azote aux 
cultures de tissus. Il est donc logique d'envisager que les enzymes néces- 
saires à son métabolisme sont présentes dans leurs cellules. 


B. — RECHERCHE DE L'ORNITHINE 
DANS LE TUBERCULE DE TOPINAMBOUR 


L'ornithine n’a jamais été mise en évidence d'une manière irréfu- 
table chez les végétaux. Nous l'avons recherchée dans des extraits 
contenant les composés azotés solubles provenant de différents échantil- 
lons de cultures de tissus par chromatographie bidimensionnelle, Les 
chromatogrammes, développés selon la technique de LEVY CHUXG (0), 
après élimination des solvants, sont révélés par pulvérisation sur le papier 
d'une solution de vanilline à 2 p. 100 dans le propanol normal (1). L'or- 
nithine donne, dans ces conditions, une tache couleur jaune brun. Or, 
nous n'avons jamais observé une telle coloration à l'emplacement où 
ce composé devrait se présenter. 

Nous avons également recherché la citrulline, qui est un intermé- 
diaire entre l’arginine et l’ornithine quand, à la place de l’arginase, 
intervient, dans la dégradation de ce corps la guanidodésiminase, Cette 
recherche, effectuée par chromatographie sur papier, à l’aide du réactif 
d'Ehrlich, a été également négative (x). 

Pour mettre l’ornithine en évidence plus aisément, nous avons alors 
songé à la séparer par chromatographie sur colonne et pour cela nous 
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avons utilisé une technique d’adsorption sur colonne d’amidon mise au 
point par STEIN et MOORE (12). 

Nous avons déposé, au sommet d’une colonne d’amidon de 30 X 0,9Cm, 
représentant en poids 13,4 g d’amidon, un centimètre cube d’une solu- 
tion d'acides aminés, d’une teneur en azote égale à 1 mg. Ceci représente 
une dose d'azote trois à cinq fois plus élevée que celle utilisée par STEIN 
et Moore. C'est dans le but de multiplier la sensibilité du dosage que 
nous avons aussi fortement chargé la colonne d’amidon sans inconvénient 
pour la chromatographie. Avant l'analyse, la colonne a été lavée, sous 


teneur en ornithine du milieu de culture 
A mM 


0,35 


03 


Courbe dabsorption de 
lornithine en fonction 
du temps 


temps en jours 


F1G. 12. — Courbe d’absorption de l’ornithine, en fonction du temps, par des fragments de tubercules 
de Topinambour cultivés #n-vitro. — L'analyse a porté sur l’ensemble de ro fioles tronconiques 
de 125 ml renfermant chacune 10 ml du milieu de culture dont la composition figure page 44. — 
Chaque fiole a été ensemencée avec quatre explantats, pesant respectivement environ 1 g. 


une pression de 8 cm de mercure, avec un mélange n-propanol 0,5 N 
HCI, dans les proportions 1/1. Les acides aminés soumis à la chromato- 
graphie provenaient d’une culture in vitro de fragments de tissu prélevés 
sur le rhizome pendant le repos hivernal, culture âgée de deux jours. Nous 
savons que, dans ces conditions, s’il existe de l’ornithine dans notre solu- 
tion d'acides aminés, elle sortira de la colonne, en même temps que la 
cystine. 

Les acides aminés ont été élués de la colonne d’une façon identique 
à celle indiquée par SrEIN et Moorx. L'effluent, récolté par un collec- 
teur par fractions de 1 ml, a été analysé à la touche afin de repérer l'ordre 
de sortie des amino-acides. Pour cela, nous avons déposé sur du papier 
Whatman 10 ul du liquide contenu dans chaque tube. La tache formée a 
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été numérotée comme le tube auquel elle correspond, selon l’ordre de dis- 
tribution des fractions. En pulvérisant le papier avec une solution de 
ninhydrine, les taches se révèlent en violet, avec une intensité qui est 
fonction de la concentration de l’amino-acide présent dans la fraction 
correspondante. On suit ainsi avec facilité la succession des pics et une 
révélation du papier avec le réactif de Sakaguchi, dans la région propre 
à l’arginine, confirme par ses taches rouges la présence de cet acide aminé 
dans l’effluent. Les tubes suivants sont systématiquement soumis à la 
réaction de Chinard. L'ornithine, dans ces conditions, donne une colo- 
ration rouge, que l’on passe au photocolorimètre à 505 my. 

Là encore, avec cette technique sensible, il n’a pas été possible 
de mettre en évidence d’ornithine dans nos préparations d'acides 
aminés. 

A la suite de ces échecs, nous avons voulu nous rendre compte si 
l’ornithine pouvait être une source d'azote pour les cultures de tissus de 
Topinambour. 

Le milieu nutritif utilisé a la composition suivante : 


CICR EE Se se mesac eee nee 500 mg 
SOAMER TS SR RE NE ee ete cae 125 Mm£ 
OR D ann Eine SO ne ee 123 mg 
POHSREME ree casses smenenss 125 M£ 
Ornithine ACIER — 725 mg 
TS SA ES NE Re a ne 1000 mg 
GIUEOSE ESS ee ee PRES RS PR à 
Acide naphtalène acétique ..-:....... SN ro 


Le pH du milieu trop acide est ajusté à 5,5 avec une solution de 
soude. Sa concentration en CINa reste dans la zone de non toxicité de 
ces ions, zone définie par HELLER (8) au cours de ses recherches sur la 
nutrition minérale des tissus végétaux cultivés 27 vitro. 

Nous avons donc ensemencé des fragments de tubercule dans un 
tel milieu sans le solidifier par de la gélose et suivi la disparition de l’orni- 
thine qu'il contient. La courbe n° 12 souligne avec quelle rapidité l'orni- 
thine est absorbée. Tes fragments de rhizome se sont parfaitement déve- 
loppés. 

Nous avons pratiqué également, sur un milieu gélosé de composition 
identique à celle décrite ci-dessus, des cultures, que nous avons entrete- 
nues pendant 8 mois. Flles ont, pendant cette période, subi 4 repiquages 
et leur développement a été normal. L'ornithine, de même que l’afgi- 
nine, semble donc être une source d'azote parfaitement utilisable par ces 
tissus. 

Ces expériences, qui n’apportent pas la preuve irréfutable de la pré- 
sence d'ornithine dans les tissus, nous laissent cependant supposer que 


ce composé peut être un intermédiaire normal du métabolisme de l’argi- 
nine dans le Topinambour. 
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VI. — CONCLUSION 


Les travaux que nous venons d'exposer montrent que le rhizome de 
Topinambour constitue un matériel extrêmement favorable pour l'étude 
du métabolisme de l’arginine, grâce à sa forte teneur en cet amino-acide 
et à la facilité avec laquelle on peut provoquer la croissance de ses tissus 
in vitro en présence d’auxine. 

L'analyse des variations de la composition en acides aminés libres 
de ses tissus par la technique de STEIN et MooRE, au cours des premières 
heures qui suivent la mise en culture, nous a montré que cette fraction 
aminée soluble subissait un remaniement profond. I,'arginine disparaît 
rapidement, faisant place à des quantités importantes de proline et d’hy- 
droxyproline, d'acide glutamique, d’amides et d’alanine. 

Cependant les techniques que nous avons employées au cours de 
ce travail ne nous permettent pas d'affirmer si la proline qui apparaît 
dans la fraction aminée soluble provient de la dégradation de l’arginine. 
Une telle filiation, qui implique la présence d’intermédiaires du catabo- 
lisme de l’arginine comme l'ornithine, la semi-aldéhyde glutamique, 
l'acide pyrroline carboxylique serait pourtant intéressante à mettre en 
évidence. En effet, elle permettrait d'identifier chez le végétal des méca- 
nismes biochimiques qui ont été observés dans le foie des animaux supé- 
rieurs ou chez certains microorganismes. Nous verrons, dans un pro- 
chain article, que la technique des éléments marqués nous permettra de 
suivre avec précision le sort des atomes de la molécule d’arginine au 
cours de sa dégradation par les tissus de Topinambour. 
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I. — INTRODUCTION 


Les mesures d’hydratation des protéines en solution aqueuse com- 
portent deux parties : la démonstration de l'existence d’hydrates ou 
d’eau liée, et la détermination de la composition de ces hydrates. Dans 
un travail antérieur (1), nous avons montré comment, par une méthode 
dérivée de la méthode des restes, il est possible de résoudre ces deux 
problèmes et vérifié que les proprortions d’eau liée ainsi déterminées 
sont en bon accord avec celles trouvées par d’autres méthodes telles que 
l'étude de la dispersion électrique (2) et celle de la diffusion de l'eau 
lourde (3). 

Comme les protéines étudiées jusqu'ici sous cet aspect se rangent 
toutes parmi les albumines ou les globulines solubles dans l’eau pure 
ou dans les solutions salines il est intéressant d'étendre cette technique 
à des prolamines, solubles dans les mélanges eau-éthanol, telles que la 
gliadine. 

D'autre part une telle étude présente un intérêt technologique étant 
donné que le mécanisme de la panification demeure un problème inex- 
pliqué que seule l'étude des propriétés physicochimiques du gluten et 
de ses constituants peut permettre de résoudre. 

Enfin la méthode de mesure de l’eau liée utilisée dans la présente 
recherche, en faisant appel à l'étude des équilibres gliadine-eau-éthanol, 
fournit des renseignements précieux pour un éventuel fractionnement 
de cette protéine dont on connaît le caractère nettement polydisperse. 


II. — PRÉPARATION DE LA GLIADINE 
19 Extraction. 


Une des premières méthodes est due à OSBORN et HARRIS (4), et 
la plupart de celles préconisées ultérieurement par différents auteurs 
n'en sont guère que des variantes dont l'intérêt n'apparaît pas toujours 
très clairement. En général la gliadine est extraite à partir du gluten 
(elle peut l'être directement à partir de la farine) dont un extrait alcoo- 
lique subit des précipitations répétées par des solutions salines, par des 
solutions alcooliques et éventuellement par abaissement de la tempé- 
rature. 

Les différences d’une technique à l'autre portent sur le choix de 
l'électrolyte de la solution saline, sur celui du taux en alcool des solutions 
et sur l'utilisation ou non de variations de température. 

Parmi les plus répandues, on compte entre autres celle de Dix, 
et ALSBERG (5) et celle d'ARRHENIUS (6). Après plusieurs essais compa- 
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ratits, celle due à OSBORN et HARRIS (4) nous a paru la plus simple et 
la plus sûre. Plus que les autres, elle est susceptible d’être répétée à 
plusieurs reprises dans les conditions de fidélité les moins mauvaises 
possible. 

Nous avons donc suivi le processus suivant. 

Pétrissage de la farine par pâtons de 150 g obtenus chacun à partir de 
100 g de farine et de 50 g d’eau distillée, lavage et malaxage pendant un 
quart d'heure sous un filet d’eau distillée glacée au moyen d'un petit 
extracteur de gluten (un pâton de 150 g donne dans ces conditions envi- 
ron 30 g de gluten contenant moitié d'eau). Nouveau malaxage du gluten 
à la main sous eau distillée. Réduction de ce gluten en petits morceaux. 
Extraction de ce gluten pendant environ 12 heures, avec agitation lente, 
par un mélange alcool-eau à raison de 20 g d'alcool pour 100 g de farine 
initiale (ce qui revient à extraire le gluten, tenu compte de l’eau qu'il 
contient, par de l'alcool à 57 p. 100 en poids, soit 65 degrés G. L.). Filtra- 
tion de l'extrait alcoolique jusqu'à obtention d’un liquide limpide, et 
concentration (par évaporation au bain-marie à 40°) en un sirop épais. 
Précipitation du sirop dans un grand volume d’eau glacée légèrement 
salée (0,5 p. 100 CINa). Dissolution du précipité dans l'alcool à 95 p. 100, 
concentration par évaporation au bain-marie à 409 avec addition pério- 
dique d'alcool concentré, pour maintenir dans la solution un taux d'alcool 
convenable. Relargage de ce sirop dans l’alcoo!l absolu. Division du pré- 
cipité obtenu en petits granules blancs que l’on immerge dans l'alcool 
absolu puis l’éther pour délipider. Broyage des granules et dessiccation 
de la poudre qui est conservée à l'abri de l'humidité. 


29 Caractéristiques. 
a) FARINE. 


La farine de blé de gruaux rouges à partir de laquelle on a extrait 
la gliadine était particulièrement riche en matières azotées (14,5 p. 100) 
et en gluten (14 p. 100). A titre indicatif, les caractéristiques boulangères 


étaient les suivantes : 


Pt o 
G=— 24,5, 
Me 308. 


b) GLIADINE. 


Les matières azotées de la gliadine ainsi préparées ont été dosées 
par KJELDAuHL. et les lipides par extraction au Kumagawa. On a trouvé 
17,65 p. 100 d'azote et des traces négligeables de lipides. 
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III. — TECHNIQUE EXPÉRIMENTALE 
1° Les équilibres avee membrane semi-perméable. 


Le principe de la méthode de mise en évidence et de mesure de 
l’hydratation des protéines a déjà été exposé ailleurs (1). Nous nous 
contenterons d'en décrire la mise en œuvre qui repose sur des équilibres 
avec membrane semi-perméable. 

Une solution hydroalcoolique de gliadine est placée dans un sac 
de viscose en forme de boyau que l’on ferme à ses deux extrémités par 


% de gliadine 


À 


— 
% d'alcool 
Fic. 1. — Équilibre gliadine-eau-éthanol avec membrane : à gauche, réalisation pratique : à droite, 
représentation graphique. Le mélange M; gliadine-eau-éthanol contenu dans le sac est représenté 
par un point de coordonnées (a, g), et le mélange M, eau-éthanol extérieur au sac, par un point 
de coordonnées (x, O). 


de simples nœuds et que l'on immerge dans une solution hydroalcoolique. 
Des échanges d’eau et d'alcool se produisent à travers la membrane de 
viscose qui est imperméable aux molécules de gliadine. Après les quel- 
ques jours nécessaires pour que l'équilibre entre l’intérieur et l'extérieur 
du sac soit atteint, les deux parties sont séparées et leur composition 
analysée. 

On porte sur un graphique, en abscisse la proportion d'alcool absolu 
en grammes pour 100 grammes du poids total de chaque partie, et en 
ordonnée la proportion de gliadine en grammes pour 100 grammes de 
chaque partie (fig. 1). La composition centésimale du mélange gliadine- 
eau-éthanol intérieur au sac est représentée par un point M; du plan 
FA,EG ainsi défini ; celle du mélange eau-éthanol extérieur au sac est 
figurée par un point M. de l'axe des abscisses EA. La droite passant par 
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les deux points M; et M, dits points conjugués est une ligne de conjugaison. 
On répète ainsi l’expérience de mise en équilibre en mettant en contact 
une série de sacs identiques par leur volume et leur composition initiale 
avec des mélanges extérieurs contenant des proportions croissantes 
d’éthanol. La représentation graphique des compositions trouvées à 
l'équilibre donne une série de couples de points conjugués (fig. 2). Dans 
le cas où les lignes de conjugaison ainsi déterminées convergent en un 
point, on sait qu’on est en présence d’un complexe où d’une combinaison, 
isolable ou non, dont la composition est représentée par le point de con 
vergence de ces lignes (x). 

Dans les présentes expériences le volume des sacs utilisés était de 
l’ordre de 10 cm, et ceux-ci étaient immergés chacun dans un volume de 


G\ 


E 


FiG. 2. — Représentation graphique d’une série d’équilibres avec membranes : 
cas où les lignes de conjugaison convergent en un même point. 


solution alcoolique de l’ordre de 2 litres, de sorte que les variations de 
composition de ces solutions extérieures pendant le temps de contact 
(environ 8 jours) étaient faibles, ce qui permettait de fixer ces compo- 
sitions a priori de façon approximative. 

En pratique de telles mesures se réduisent essentiellement à l’ana- 
lyse quantitative des constituants de mélanges protéine-eau-éthanol et 
de solutions hydroalcooliques. 


20 Dosage des mélanges protéine-eau-éthanol. 


Les compositions des mélanges analysés varient entre 50 et 70 p. 100 
d’alcool et 5 et 15 p. 100 de gliadine. 

La gliadine est dosée soit par extrait sec à 115° (pour les étalonnages), 
soit, de préférence par spectrophotométrie de la solution hydroalcoolique 
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dans l’ultra-violet, technique qui permet d'opérer sur des échantillons 
de solution de quelques détigrammes seulement. 

L'alcool est séparé par distillation, et dosé soit par densimétrie (pour 
les étalonnages) soit par oxydation par un excès de bichromate de 
potassium en milieu sulfurique dont la solution est ensuite dosée par 
spectrophotométrie dans l’ultra-violet. 

L'eau, enfin, est déterminée par différence. 

Les dosages sont toujours effectués sur des échantillons de masse 
connue de façon à pouvoir exprimer les résultats en proportions pondé- 
rales. Ces dernières présentent en effet, surtout avec les solutions alcoo- 
liques, un double avantage : elles sont indépendantes de la température 
et possèdent la propriété d’être additives. 


A. — Spectrophotométrie de la gliadine en solution alcoolique. 


Le spectre d'absorption de la gliadine en solution dans l'alcool 
à 65 p. 100 présente, comme celui des autres protéines, un maximum pour 
une longueur d'onde de 278 my, maximum dont la position est indépen- 
dante du titre alcoolique de la solution dans un intervalle compris entre 
50 et 70 p. 100 (soit entre environ 58 et 76 degrés G. L.,.). 

Néanmoins, comme les solutions de gliadine dont on mesure la den- 
sité optique sont toujours obtenues par dilution des échantillons dans un 
grand volume d’alcool à 65 p. 100, les absorptions mesurées sont finale- 
ment toujours celles de solutions de taux alcoolique très voisin de 65 p. 100 
(environ 72 degrés G. L..). 

Dans ces conditions, ces solutions suivent la loi de BEER pour un 
intervalle de concentrations en gliadine comprises entre 400 et 1250 y/cmÿ, 
avec une constante d'extinction égale à 467,5 cm?/g à 278 muy. 

Dans les expériences que nous relatons le processus est le suivant : 
un prélèvement de l’ordre de 0,5 à 1 g est effectué sur le mélange à analy- 
ser. Il est immédiatement pesé dans une fiole jaugée préalablement tarée, 
puis dilué avec de l’alcoo là 65 p. 100 jusqu'à un volume de 50 ou 100 cm. 
On mesure l'absorption de la solution ainsi diluée. 


B. — Dosage de l'éthanol. 
.&) DISTILLATION. 


Le premier temps de l'analyse de l’éthanol consiste dans la dis- 
tillation des mélanges gliadine-eau-éthanol. 

On l'effectue dans une batterie de semi-micro-distillation de six élé- 
ments identiques comportant chacun une poire de 10 em® contenant le 
prélèvement à distiller (2 à 4 g), un petit réfrigérant ascendant et un tube 
d'environ 10 cm° muni d'un ajutage latéral (fig. 3). 
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Pour empêcher le moussage de la protéine, on évite de porter le 
mélange à ébullition. Comme le point d’ébullition de ce mélange croît 
de 78 à 1000 depuis le début jusqu’à la fin de la distillation, on astreint la 
température du bain d'huile de chauffage à être toujours inférieure au 
point d’ébullition mais voisine de celui-ci. Pour cela, on chauffe le bain 
d'huile avec un thermoplongeur alimenté par l'intermédiaire d’un relais 


FiG. 3. — Dispositif de semimicrodistillatiwa quantitative de l'alcool 
Tp : Thermoplongeur — Tmc : Thermomètre à contact. 
M : Moteur — P : Poire — R : Réfrigérant. 
T : Tube contenant le distillat. D : Tube barboteur. 


connecté à un thermomètre à contact dont la molette de réglage est 
entraînée par un petit moteur qui fait croître la température du bain 
linéairement en fonction du temps. Pour la distillation du mélange, les 
meilleures conditions sont réalisées si la température monte de 75 à 1200 
en une demi-heure environ. 

Pour éviter toute perte, les tubes dans lesquels sont recueillis les 
distillats sont immergés dans l’eau glacée et sont munis, par leur ajutage 
latéral, d’un petit tube barboteur contenant de l'eau et arrêtant les 
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traces éventuelles de vapeur alcoolique. Cette eau est récupérée dans 
le tube automatiquement en fin de distillation par suite de la dépression 
consécutive à l'arrêt du chauffage. D'autre part, pour être sùr de recueillir 
la totalité de l’éthanol, on ajoute toujours aux prélèvements destinés à 
la distillation environ 0,2 à 0,3 cm® d’acide sulfurique normal. La pro- 
téine, partiellement hydrolysée, ne retient ainsi aucune trace d'alcool. 
Enfin, après la fin de la distillation, les réfrigérants et les diverticules à 
barbotage sont lavés avec quelques cm d’eau distillée que l’on ajoute 
au distillat. 

Plusieurs essais de distillation quantitative ont été effectués dans 
ces conditions sur des échantillons témoins de composition connue et ont 
montré qu’on recueille bien intégralement tout l'alcool dans le distillat. 


b) OXYDATION DE L'ÉTHANOL ET SPECTROPHOTOMÉTRIE 
DU MÉLANGE AVEC UNE SOLUTION SULFURIQUE DE BICHROMATE 
DE POTASSIUM. 


Immédiatement après avoir été distillé, le mélange alcool-eau est 
dilué, avec de l’eau distillée, à 1 litre dont on prélève # cm (5 < n < 10) 
auxquels on ajoute 10 cm d’une solution sulfurique de bichromate de 
potassium (préparée en dissolvant 21,305 g de bichromate de potassium 
dans un litre d’eau distillée que l’on dilue exactement de moitié par de 
l'acide sulfurique concentré ; 10 cm® de cette solution correspondent par 
conséquent à l'oxydation de 253 mg d'éthanol). 

Après deux heures de contact, le mélange des # + 10 cm de distillat 
dilué et de bichromate est amené à 1 litre par de l’eau distillée et l’absorp- 
tion de la solution ainsi obtenue est mesurée au spectrophotomètre. 

Dans les conditions de dilution où nous opérons, on peut ainsi 
doser des quantités d’éthanol comprises entre I 500 et 3 500 mg, ce qui 
correspond à des prélèvements de mélanges gliadine-eau-éthanol d'une 
masse de l’ordre de 2 à 4 g (les proportions pondérales d’alcool y variant 
de 30 à 80 p. 100). La même méthode permet évidemment le dosage des 
quantités d'alcool 10 ou 100 fois plus faibles, à condition de changer 
les dilutions. Toutes ces opérations sont faites dans de la vaisselle jaugée 
de précision lavée au sulfochromique. 

La solution sulfurique de bichromate présente deux bandes d’absorp- 
tion dans l'ultra-violet. Leurs maximums sont à 257 et 348 mu (fig. 4). 

Les courbes étalons de la densité optique en fonction de la con- 
centration en alcool ont été tracées à partir d’une gamme de solutions 
contenant la même quantité de solution sulfurique de bichromate de 
potassium et des quantités croissantes d’une solution alcoolique de com- 
position contrôlée par densimétrie. On constate que ces solutions suivent 
la loi de BEER dans un intervalle allant, pour 10 em® de solution sulfu- 
rique de bichromate de potassium, de 2 à 25 mg d’éthanol par litre. 


(IV, 1959) HYDRATATION DE LA GLIADINE 303 


Une méthode de micro-dosage spectrophotométrique de l'alcool 
(dans le sang) a été indiquée ces dernières années par MONNIER et ses 
collaborateurs (7). Ces auteurs utilisent une solution nitrique de bichro- 
mate de potassium pour oxyder l'alcool. Les mesures d'absorption sont 
faites dans la bande qui correspond au maximum à 348 mu (emploi d'un 
filtre à 366 mu). 

Dans le présent travail toutes les mesures de densité optique ont 
été faites à la longueur d'onde de 257 mu. La bande correspondante 


Densité optique 


257 300 348 400 
UTC 
Longueur d'onde (en mp) 


FiG. 4. — Spectres d'absorption de solutions sulfuriques de bichromate de potassium partielle- 
ment réduites par l’éthanol. La courbe inférieure est celle correspondant à la plus grande proportion 
d’éthanol. 


présente en effet plusieurs avantages sur celle dont le maximum est à 
348 mu. 

D'abord le spectre des ions chrome libérés lors de l'oxydation de 
l'alcool vient interférer avéc celui du bichromate, ainsi que l'ont déjà 
précisé plusieurs auteurs (8, 9). Or l'influence des ions chrome sur un 
éventuel déplacement des maximums d'absorption, déjà faible à 348 my, 
devient pratiquement nulle à 257 mu. 

Ensuite, la droite donnant les valeurs de la densité optique en fonc- 
tion de la concentration en bichromate a une pente double, à 257 mu, 
de celle à 348 my, ce qui entraîne donc une sensibilité double pour le 


dosage. 


304 J. MOSSÉ (IV, 1959) 


c) DENSIMÉTRIE DES SQLUTIONS ALCOOLIQUES. 


Une solution alcoolique de référence dosée par densimétrie a été 
utilisée pour l'étalonnage de l'absorption en fonction de la concentration 
en bichromate, de préférence à de l'alcool absolu dont on ne connaît 
jamais le titre qu'à quelques dixièmes de degrés près. 

Les mesures sont faites par pesée d’un plongeur cylindroconique en 
laiton, successivement dans l'air, dans l’eau et dans la solution alcoolique. 
Le plongeur cylindroconique a un volume d'environ 5 emÿ. Il est suspendu 
à l’étrier d’une balance (sensible à 2.10? mg) par un fil fin (0,03 mm de 
diamètre). En mesurant la température à 0,05 degré près, on obtient une 
précision supérieure à 0,05 degré G. I. 

On aurait pu à la rigueur utiliser cette méthode pour le dosage des 
distillats. Mais elle est d’une mise en œuvre délicate, exige des volumes 
de solutions de 10 à 20 cm° et n’est suffisamment sensible qu'au-dessus 
de 30 p. 100 d’alcool (au-dessous de cette concentration la densité des 
solutions alcooliques varie beaucoup moins avec la concentration). Et 
outre les précautions nécessaires pour que la température de l'ensemble 
plongeur-solution soit homogène et connue avec suffisamment de 
précision, les solutions doivent être dépourvues de toute trace de pro- 
duits tensioactifs (lesquels exercent sur le fil de suspension une force 
correspondant à plusieurs milligrammes). 


IV. — RÉSULTATS 


Deux séries d'équilibres ont été successivement étudiées. La pre- 
mière, correspondant à une solution initiale contenant une proportion 
d'environ 5 p. 100 de gliadine, a fourni des renseignements sur l'allure 
de ces équilibres. La deuxième, correspondant à une solution initiale 
contenant environ 15 p. 100 de gliadine, a permis des déterminations 
précises sur l'hydratation de la gliadine. Les deux solutions initiales ont 
été préparées par dissolution de gliadine en poudre dans un mélange 
eau-éthanol à 65 p. 100 d'éthanol. Aussi les compositions respectives 
de ces solutions étaient-elles sensiblement les suivantes: 


Première solution Deuxième solution 


GHATINENTEEE NX s 15 
Eau PART 33:35 29,8 
IRÉRÉDO ISA MONS 61,7 55.2 


Des sacs de viscose contenant environ 10 em® de ces solutions ont 
été immergés dans des solutions hydroalcooliques contenant de 50 à 


70 p. 100 d'alcool pour la première série, de 55 à 68 p. 100 d'alcool pour 
la deuxième, 
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1° Première série d’équilibres. 


Les résultats sont traduits sur le diagramme de la figure 3. Cette 
première série d’équilibres montre que les parties intérieures contiennent 
toujours une proportion d'alcool inférieure à celle de la partie extérieure 
conjuguée. D'où l’inclinaison des lignes de conjugaison vers l'axe des 
ordonnées. 

D'autre part l'aspect des parties intérieures aux sacs est variable. 
Pour des proportions d'alcool comprises entre 55 et 68 p. 100 d'alcool 
dans les solutions extérieures, les parties intérieures sont des solutions. 
En deçà et au-delà de ces proportions, la gliadine des parties intérieures 
aux sacs est partiellement précipitée. 

On voit de plus sur la figure 5 que la proportion de gliadine dans les 


\ 
Zône de : Zène de 
solubilité . précipitation 


| 
| 
précipitation | 


% de gliadine 


60 


——— 
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F1G. 5. — Diagramme représentant les compositions de mélanges gliadine-eau-éthanol en équilibre 
à travers une membrane avec des mélanges eau-éthanol. Les mélanges gliadine-eau-éthanol 
(intérieurs aux sacs) contiennent environ 5 p. 100 de gliadine. 


parties intérieures augmente légèrement avec la proportion d'alcool dans 
le domaine de solubilité, mais diminue dès l'apparition de la précipitation. 

Ces deux remarques permettent de déduire, par comparaison avec 
des études déjà faites sur la solubilité d’autres protéines (1,10) que le 
domaine de solubilité de la gliadine dans les mélanges eau-éthanol est 
limité approximativement par deux droites appartenant à la famille des 
lignes de conjugaison déterminées sur la figure 5, et passant par les points 
figuratifs des mélanges eau-éthanol à environ 52 et 68 p. 100 d'éthanol. 

Le tracé des lignes de conjugaison de la figure 4 est assez imprécis, 
étant donné la proximité des points conjugués qui les déterminent. 
En particulier, il n’est pas possible de calculer l'ordonnée à l'origine de 
ces lignes, sujette à trop d'incertitude. Aussi la deuxième série d'équilibres 
a-t-elle été étudiée avec des solutions intérieures plus concentrées en 
gliadine (ce qui écarte les points conjugués) et en se plaçant à l’intérieur 
du domaine de solubilité de cette protéine. 
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20 Deuxième série d’équilibres. 


La figure 6 montre le diagramme correspondant à ces équilibres. 
Les lignes de conjugaison se superposent, en première approximation, 
à celles déterminées dans le même domaine de composition en alcool 
dans le précédent diagramme. 

En ce qui concerne l'aspect des parties intérieures aux sacs, toutes 
sont des solutions limpides à l'exception des deux premières (corres- 


| 
| | 
15 | L & se 
10 
% de 
gliadine 
5 : 
| % d'alcool 
À 
0 | oo D— D 
45 50 55 60 65 70 
FIG. 6. — Diagramme représentant les compositions de mélanges gliadine-eau-éthanol en équilibre 


à travers une membrane avec des mélanges eau-éthanol. Les mélanges gliadine-eau-éthanol (inté- 
rieurs aux sacs) contiennent environ 15 p. 100 de gliadine. 


pondant respectivement à 55,7 et 57,35 p. 100 d'alcool extérieurement 
au sac) qui sont légèrement troubles. 

Les valeurs des ordonnées à l’origine y de ces lignes (fig. 1) sont 
indiquées dans le tableau ci-dessous (1). La plupart (8 sur 10) se groupent 
autour de la valeur moyenne 


Ym = S2 % à se 2 % près. 


(9 Pour une ligne de conjugaison passant par les points conjugués M; et M, de coordonnées res- 
pectives (a, g) et (x, 0), on a : 
x —a 
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TABLEAU 

(0.4 a g y 
557. 46,65 13,4 82,5 
57:35 48,55 12,35 80,5 
58,8 50,8 DT, 82,3 
59,65 50,4 13 8337 
69,65 51,4 13,15 86,2 
62 , 51,6 13,4 80 
62,5. 52;3 13,5 82,7 
6375 52,95 139 S1,0 
64,85 53:35 14,85 83,6 
67,6 54,8 14,6 77 


\ 


Si on porte sur un graphique (fig. 7) la valeur y de l’ordonnée à 
l'origine de chaque ligne de conjugaison en fonction de la composition « 
en éthanol des mélanges eau-éthanol extérieurs au sac, on constate que 
les écarts par rapport à la moyenne sont indépendants de «. 


100 


90 


80 
70 
55 60 65 70 
FiG. 7. — Valeur de l’ordonnée à l’origine y des lignes de conjugaison de la figure 6 en fonction de 


l’abscisse & de leur point d’intersection avec l’axe des abscisses (c.à d. en fonction de la composition 
en éthanol des mélanges extérieurs). 


On est donc en droit de conclure que les lignes de conjugaison con- 
vergent en un point de l’axe des ordonnées. Comme ce point représente 
un mélange binaire gliadine-eau à 82 p. 100 de gliadine, il en résulte que, 
en solution mixte eau-éthanol, la gliadine se comporte comme si elle existait 
sous forme d'un hydrate contenant 18/82 soit environ 0,22 g d'eau par g 
de protéine. 

V. — DISCUSSION 


\ 


1/intérêt technologique de l'existence d’eau liée à la gliadine (qui 
constitue les 3/4 du gluten) sera envisagé ailleurs, à l'occasion d’un 
travail plus approfondi. Nous nous contenterons ici de discuter les con- 
séquences de cette hydratation pour la molécule de gliadine. 
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1° Hypothèse d’une couche d’eau uniforme 
entourant la molécule anhydre. 


On possède en effet suffisamment de données sur la taille et la forme 
de la molécule pour envisager la constitution probable de l'hydrate de 
gliadine. I1 est admis actuellement que l’eau d'hydratation des protéines 
forme une couche périphérique (11, 12) enveloppant complètement ou 
partiellement la molécule et présente une structure quasi cristalline com- 
parable à celle de la glace, les molécules d’eau étant liées entre elles par 
des liaisons hydrogène. 

La masse moléculaire de la gliadine est de l’ordre de 30 000 (13, 14). 
Les mesures par diffusion et par ultra-centrifugation (15) sont à cet égard 
en bon accord avec celles obtenues en couche monomoléculaire par JAFFE 
et DE COENE (13) par évaluation de la pression superficielle (suivant le 
mode d'extraction et les fractions, cette masse moléculaire peut varier 
entre 26 000 et 35 000). 


ED - tr à 


o 
(=166 À 


F1G. 8. — Proportions de la molécule de gliadine anhydre 
supposée rigoureusement cylindrique. 


Les valeurs les plus récentes de la densité sont voisines de d — 1,38 
(13,16). 

La molécule de gliadine étant très dissymétrique, nous assimilerons 
sa forme, pour les calculs, à celle d'un barreau, c'est-à-dire à un cylindre (1) 
de révolution allongé de longueur / et de rayon 7 (fig. 8). En ce qui 
concerne le rapport de dissymétrie À — 7/2 r, les valeurs données dans 
la littérature varient entre 9,4 (12) et 11,1 (11). Nous adopterons comme 
ordre de grandeur À = 10 (soit / = 20 r). 

En partant donc des données suivantes : 


M — 30000 d = 1,38 À — 10 


et N, — 6,06 10% étant le nombre d'Avogadro, le volume de la molécule 
de gliadine anhydre a pour valeur : 


M 
fre ho À 5 
NES aN, 35 900 


(?) Une autre forme fréquemment adoptée est celle d'un ellipsoide de révolution en fuseau 
Dans la présente discussion où l’on suppose l’eau répartie dans une couche uniforme qui entourerait 
la molécule anhydre, le cylindre permet de pousser les calculs plus loin tout en donnant les mêmes 
ordres de grandeurs que lellipsoïde en fuseau. 
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Comme par ailleurs on a V — 72 — 2 #5, on en déduit les valeurs 
r = 8,3 À et Z — 166 À ainsi que la surface externe du barreau (1) : 


S = 277? (1 À 2 à) — 9080 À2. 


Un premier calcul consiste à évaluer l'épaisseur d'une couche d’eau 
supposée uniforme, de masse égale à 22 p. 100 de celle de la molécule 
anhydre, entourant complètement celle-ci, et de même densité que l’eau 
liquide. 

Le volume de l’eau liée à la molécule de gliadine est : 


0,22 M 
Det 100004. 
\, 9 


Le volume de la molécule hydratée est donc : 
VW + v,— 46800 À: 
Si on suppose que cette eau d’hydratation forme une couche externe 
d'épaisseur constante e entourant l’ensemble du barreau, la molécule 


hydratée a encore la forme d’un cylindre, de longueur / + 2e et de rayon 
y + e. De l'expression de son volume 


V Hu = 2x (7 + e){ùr + €) 
dont on a calculé plus haut la valeur, on déduit celle de l'épaisseur : 
e — I,13 À. 


Comme le diamètre minimum d’une molécule d’eau est 3 — 2,7 À 
(diamètre de la sphère électronique de l’ion oxygène), l'épaisseur d’une 
couche d’eau ne peut être inférieure à cette valeur. Un tel calcul semble- 
rait donc montrer que l’eau liée ne recouvre qu'une partie de la molécule 
anhydre. En fait la densité de l’eau au voisinage de la molécule n’est pas 
égale à l’unité, et on peut tout au plus conclure que le nombre de couches 
monomoléculaires d’eau liée entourant la molécule est, très grossièrement, 
de l’ordre de grandeur de 1 couche. 


20 Distance intermoléculaire movenne 
de l’eau d’hydratation dans une couche monomoléculaire externe. 


Si maintenant on suppose que l’eau d'hydratation est disposée sui- 
vant une couche monomoléculaire enveloppant complètement la molécule 
anhydre, un deuxième calcul permet d'avoir une idée de la distance 
moyenne des molécules d’eau dans une telle couche. 


() Un ellipsoïde en fuseau de même volume et de même rapport de dissymétrie que le cylindre 
ainsi calculé aurait pour axes : 
HAN TOO LA et 2h = A; 


et pour surface externe : L 
E S — 8930 À?. 


soit une surface sensiblement égale à celle du cylindre. 
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En attribuant à l'épaisseur la valeur minimum possible e = 5, les 
centres des molécules sont disposés sur une surface géométrique qui 
est encore du type barreau, c’est-à-dire sur un cylindre de longueur 
LE S=08 7 À et de rayon 7 + 5/2 = 0,65 À. 

L''aire de cette surface est : 

Z—2r(r+ 5/2) + 2x (r + S/2) (2 + 3) — 10800 À? 


Le nombre des molécules d’eau liée à une molécule de gliadine 
étant n — 0,22 M/18 — 367, la surface moyenne par molécule d’eau dans 
la couche est : « — X/n — 20,4 À2. 

En admettant une symétrie hexagonale pour le système cristallin 
de ces molécules, ces dernières se trouvent disposées aux sommets d'hexa- 
gones réguliers. Dans un tel réseau, l’aire « impartie à chaque molécule 
est égale à la moitié de celle d’un hexagone. Cette dernière, exprimée en 
fonction du côté b de l'hexagone vaut 31/30? l, — 20, relation d’où l’on 
déduit la distance moyenne entre deux molécules d’eau : 


b — 4,8 À, 


ordre de grandeur qui est dans les limites (de 3 à 3 À) trouvées aux 
rayons X pour des protéines et pour des argiles. 

Ce calcul rend donc plausible l’existence d’une couche monomolécu- 
laire externe d’eau autour de la molécule de gliadine anhydre. 


30 L’eau et les acides aminés de la gliadine. 


Le poids moléculaire moyen des acides aminés de la gliadine (17) 
est 145. Une molécule telle que celle envisagée ci-dessus (M — 30 000) 
possède donc un peu plus de 200 acides aminés dont la moitié sont dicar- 
boxylés (acides glutamique où hydroxyglutamique). Ceci correspond à 
environ 2 molécules d'eau d'hydratation par acide aminé (ou 4 par acide 
aminé à résidu possédant un groupement polaire). En admettant la 
structure hexagonale de l’eau envisagée plus haut, on aurait dans ces 
conditions un résidu d’aminoacide par hexagone ; autrement dit 1 hexa- 
gone sur 2 pourrait se trouver en face d'un résidu à groupement polaire, 
et ces derniers participeraient ainsi à l’arrangement ordonné des molé- 
cules d’eau. 


VI. — CONCLUSION 


Si les considérations de structure qui précèdent reposent sur des 
hypothèses qui demanderaient à être vérifiées par l'expérience, on peut 
cependant retenir du présent travail que le phénomène de l’hydratation 
des protéines en solution semble très général, puisqu'il existe aussi bien 
pour des prolamines solubles dans des mélanges eau-éthanol que pour des 
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albumines solubles dans des électrolytes. En même temps se trouve con- 
firmée la validité de la méthode des restes, employée dans des conditions 
convenables, pour mesurer cette hydratation, méthode qui demeure un 
des seuls moyens d'évaluation directe de la composition des hydrates de 
protéines. 


RÉSUMÉ 


On a étudié la composition de solutions hydroalcooliques de gliadine 
en équilibre à travers une membrane avec des mélanges eau-éthanol. On décrit 
à cette occasion les méthodes de dosage employées pour l'analyse de mélanges 
protéine-eau-éthanol. Par application de la méthode des restes à de tels équi- 
libres, on a mis en évidence un hydrate de gliadine et montré que sa com- 
position correspond à 0,22 g d'eau liée par g de gliadine. Les conséquences 
éventuelles sur la structure de cette eau d’hydratation sont discutées à la lumière 
des données actuelles sur la molécule de gliadine. 
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PHOSPHORYLATION OXYDATIVE 
PAR 
LES MITOCHONDRIES DE FEUILLES ET DE RACINES 


Il. — Mitochondries de racines 


PAR 


G. DUCET et G. VANDEWALLE 


Station centrale de Physiologie végétale, Versailles. 


LE — Introduction 


Dans un article précédent, nous avions montré la possibilité de 
préparer des fractions cellulaires de feuilles, oxydant les acides du cycle 
de KREBS en estérifiant le P min (1) (1). 

Ces techniques, appliquées aux racines de Blé et de Pois, nous ont 
permis d'obtenir des fractions cellulaires ayant les mêmes propriétés, 
mais à partir des racines d’Orge, les préparations sont inactives. En mo- 
difiant les conditions de préparation, les racines d'Orge ont donné des 
particules aussi actives que celles obtenues des racines de Blé et de Pois. 

Les préparations de racines d'Orge contiennent des mitochondries 
très actives alors que celles de Blé ou de Pois le sont beaucoup moins. 


IL — Matériel et méthodes 


Les racines sont obtenues par germination des graines d'Orge, Blé 
et de Pois en milieu aéré, par une technique utilisée pour l'étude des 
racines excisées (2). Après prélèvement, elles sont lavées trois fois à l’eau 
bipermutée glacée, puis broyées, à l’aide de sable fin lavé, dans un mortier 
refroidi à o0C en présence d’une solution de saccharose 0,5 M, contenant 
du versène à concentration variable. Le pH est maintenu à 7,0 par addi- 
tion de NAOH N. Le broyat est filtré sur double étamine, puis cen- 
trifugé. 


@) Nous utiliserons les abréviations suivantes: 


P min. — Phosphore minéral, AMP — Adénosine monophosphate, ADP — Adénosine diphos- 
phate, ATP — Adénosine triphosphate, ATPase — Adénosine triphosphatase, Tris = Tris-hydroxy- 
méthyl-amino-méthane, P/O — Rapport du P min. estérifié à l'oxygène absorbé, exprimés en ft M, 


DDC = Diéthvl-dithiocarbamate (sel de sodium de l'acide éthylènediaminetétracétique, CNP — Dini- 
trophénol. 
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Une première centrifugation à 3 000 TM pendant 7 minutes (SPINCO 
bol 30) élimine les débris cellulaires, ainsi que des particules analogues 
à des plastes ; le liquide surnageant est centrifugé à 15 000 TM pendant 
10 minutes (SPINCO bol 40). Le culot de cette centrifugation est mis en 
suspension dans la solution utilisée pour le broyage, à l'aide d'un homo- 
généiseur de POTTER-ELVEHJEM, puis centrifugé 10 minutes à 15 000 TM. 
Le culot ainsi lavé est dispersé dans l’homogénéiseur dans un volume 
connu de saccharose 0,5 M. 

Toutes les manipulations sont conduites de manière que la tempé- 
rature des suspensions ne dépasse jamais 40C. 

Les divers essais sont réalisés comme décrit dans l’article précé- 
dent (x). Chaque fiole de WArBURG contient FNa 30 uM, Cl,Mg 20 uM, 
tris pH 7,4 40 uM, P min. 30 uM, Saccharose 400 uM, ATP 5 uM, Succinate 
100 uM, Hexokinase 0,5 mg, glucose 50 M, Suspension de mitochondries 
0,5 ml. Volume total 3 ml. Le diverticule central contient 0,2 ml de NaOH 
à IO p. 100. Température 200€. 

Dans l'essai de l’ATPase, les fioles contiennent 10 uM C1,Mg, 5 uM 
ATP, 40 uM Tris pH 7,4 et 0,2 ou 0,5 ml de mitochondries. Volume total 
3 tm. Durée 10 à 20 minutes. Température 20 ou 30°C. 

Les réactions sont arrêtées par addition de 0,1 ml de CIO,H concentré 
au contenu des fioles. 


III, — Résultats. 
1° Racines de Pois. 


Les premiers essais, effectués comme pour les mitochondries de 
feuilles, avec une concentration de FNa 0,03 M, ont montré une dimi- 
nution très rapide de l'absorption d'oxygène. Avec FNa 0,01 M, l'oxyda- 
tion se poursuit régulièrement pendant plus de 40 minutes. De même 
que pour les mitochondries de feuilles, nous avons observé qu’en l'absence 
de fluorure la phosphorylation est nulle, alors qu'avec FNa 0,01 M le 
P/O peut atteindre 1,2 à 1,3. Cette concentration a toujours été utilisée 
par la suite. 


2° Racines de Blé et d'Orge. 


Les préparations de racines de Blé sont aussi actives que celles de 
Pois. Par contre les racines d'Orge avec les mêmes conditions de pré- 
paration donnent des mitochondries dénuées d'activité phosphorylante 
et d'activité oxydative très faible où nulle. 

Ayant observé que les broyats de racines d'Orge, donnant des pré- 
parations inactives, présentent souvent une teinte brune, nous avons 
pensé à la présence de produits d’oxydation de nature phénolique et 
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nous avons essayé d’inhiber la formation de ces produits à l’aide de 
DDC ou de cyanure. 

L'expérience, résumée dans le tableau I, a été réalisée avec des 
racines de Blé et d'Orge, âgées de quatre jours, excisées puis lavées avec 
aération pendant 3 h 30 dans une solution de DDC 0,002 M à la température 
du Laboratoire. Le broyage a été effectué dans du saccharose 0,5 M 
additionné de versène 0,005 M. Les mitochondries obtenues ne sont pas 
brunâtres et présentent l'aspect habituel légèrement jaunâtre. 

Alors que les mitochondries de racines de Blé, avec un QO, de 455 
présentent une assez bonne phosphorylation, celles de l’'Orge, malgré 
un QO, de 370, n’ont pas estérifié de P min ; l'oxydation endogène était 
nulle pour les deux préparations. 


TABLEAU I 


Phosphorylation oxydative des mitochondries de Blé et d'Orge. 


Exp. 30-12-7. pAt O; MP P/O 
Durée 40 min. 
BIÉ200 NPD. Hole 5,4 5,2 0,96 
Orce rss YN pMFioler 7... 3,4 o () 


TABLEAU IT 
Activité AT Pasique des mitochondries de Blé et d'Orge. 


uM P libérées 


en 10 min à 30°C Observations 
Exp. 3-1-8. 
Orse’4 jours. 290 VN pole..." 74 Racines aérées 90 min. dans 
DDC 0,005 M. 
Exp. 6-1-8. ; : 
Orretrnionts 22m ND Dole eee ce 4,2 Racines aérées 30 min. dans 
CNK 0,002 M. 
Exp. 7-1-8. | ; 
Blé 9jours-2225 YNIDA Ole, 2800 m7 Racines aérées 2 h dans DDC 
0,005 M versèene o,or M. 
Exp. 8-r1-8. ; 
Orsetjours 210YNtprhnle..200 2 0e 6,7 Racines aérées 2 h dans DDC 
Orbétononrs 2604) NID /AHOIE tr. 0e 5,8 0,005 M versène o,o1 M. 
Exp. 9-1-8. +: L 
Orve sajours 2220 Nip; dole2 7-7" 6,0 Racines aérées 2 h dans CNK 


0,002 M versène o,or M. 
Exp. 13-1-8. ’ di TE 
Orge jours 165 IN pole." "€ 4,8 Racines aérées dans CNK 

Ë 0,005 M versène o,o1 M. 


UM P libérées 


en 20 min. à 200€. Observations 
Exp. 27-1-8. x . . L 
Orge 9 jours. 146 YN p. fiole................ 8,2 Racines infiltées sous vide 
k dans CNK 9,002 M versène 
o,o1 M. 


Exp. 5-2-8. aies et 
Orgérs. jours. 7oYÿN p. fiole,, .:.:-....... 35 Racines infiltrées sous vide dans 
Blé jours. 85 Ne pfolerte"trmr ie" 2 1,55 saccharose o,5 M, succinate 

o,o1 M versène o,o1r M DDC 
0,002 M. 
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Le lavage préliminaire des racines d'Orge avec DDC ou cyanure ne 
nous a pas permis d'obtenir des mitochondries aptes à estérifier le P. 
min, Nous avons observé que ces mitochondries présentent une activité 
ATPasique élevée alors que celle de Blé l’ont 3 à 4 fois plus faible. Le 
tableau II résume ces observations. 

Le remplacement du magnésium par le calcium dans l'essai de 
l'ATPase n’augmente pas l’activité ATPasique. En présence de DNP, 
nous avons constaté une légère augmentation de cette activité, à la fois 
pour les mitochondries de Blé et d’Orge (tableau III). Dans cet essai nous 
avions obtenu pour l’'Orge un QO, (succinate) de 160, sans phosphoryla- 
tion, et pour le blé un QO, de 200 et un P/O de 1,16. La différence des 
activités ATPasiques même en présence de DNP, indique que dans les 
mitochondries d'Orge cette activité est potentiellement beaucoup plus 
forte que dans les mitochondries de Blé. 


TABLEAU III 


Action du Calcium et de l'activité AT Pasique. Racines injfiltrées sous 
vide dans succinate 0,01 M, versène 0,01 M, DDC 0,01 M. 


CLMg  CLCa CLMg+DNP  ClCa+DNP 


10HUM rouM 1oUM o,3 M 1oUM o,3 M 
Exp. 29-r-8. 
Blé 4 ND olener "Et 1,42 1,52 1,65 2,0 
Orsems Nip Hole" 3:77 325 4,37 4,42 


GINZBURG (3) ayant montré l’action des concentrations élevées 
(jusqu'à 1 M) de versène dans la préparation de cellules isolées de racines, 
nous avons utilisé comme milieu de broyage une solution de saccharose 
0,5 M contenant du versène 0,053 M. Ce composé doit complexer le cal- 
cium présent en grande quantité dans la membrane cellulaire, qui risque- 
rait, par l'absorption sur les mitochondries, d’altérer la structure de ces 
dernières, et par là même leur aptitude à phosphoryler. Dans le tableau IV 
est résumée une des expériences réalisée avec cette méthode. Nous avons 
ainsi obtenu une phosphorylation légère mais constante, d’autres essais 
donnant souvent des résultats nuls quant à l’estérification du P min. 
De plus les mitochondries obtenues ont toujours une forte activité 
ATPasique. 


TABLEAU IV 
Utilisation de versène 0,05 M pour la préparation des mitochondries. 


ATPase uM P 


Durée 20 mn. At O MP P/0 Libérées 
Exp. 18-2-8, cl L rà 2! 
Blé 6 jours 240 YN p. fiole......… 2,85 4,3 1,5 
: : 2e no S k 4 
Orge 6 jours 355:YN p. fiole ......" 5175 1,9 0,33 Se 
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Nous avons alors pensé à la présence dans les racines d’un facteur 
susceptible d’inhiber l’estérification du P min. sans cependant agir sur 
l'activité oxydative. Nous avons comparé les activités de mitochondries 
isolées après broyage de feuilles de Pois seules, de racines d’Orge seules 
et d'un mélange de feuilles de Pois et de racines d'Orge. Les résultats 
sont consignés dans les tableaux V et VI. Ils montrent sans ambiguïté 
que le produit du broyage des racines d'Orge provoque une inhibition 
de la phosphorylation par les mitochondries de feuilles de Pois, inhibition 
d'autant plus forte que la proportion de racine augmente dans le mélange. 


TABLEAU V 


Yÿ Np. fiole pAtO, LMP PJO ATPase Observations 
Exp. 31-1-8. 
Durée 20 mn 
Pois (Feuille) 320 3:55 4,3 TI 1,6 Broyage d’un mélange Feuilles 
' + Racines dans saccharose 0,5 M 
Pois + Orge 375 4,3 1,7 0,4 6,2 Versène o,o1 M. 
(Feuille) (racine) 
Exp. 3-2-8. 
Durée 20 mn 
Pois (Feuille) 326 57 T3 1,28 7,2 Broyage séparé des feuilles et 
des racines puis mélange des 
Orge (Racine) 109 I,0 o o 1,4 broyats avant centrifugation. 
Pois + Orge 438 751 5,9 0,83 5,5 Saccharose 0,05 M Versène o,or M. 
TABLEAU VI 
Chloro- 
phylle 
YNp- (Val. 
fiole relat) pAtO, uMP P/O ATPase Observations 
Exp. 26-2-8. 
Pois (Feuille) 320 100 34 3,8 112 T7 3royage de 8,5 g de Pois, 
de 21 g d’Orge et de 8,5 g de 
Orge (Racine) 225 — 2,06 o o 8,0 Pois + 21 g d’Orge. 
Pois + Orge 510 130 5,3 2,6 0,49 6,5 Infiltration dans saccharose 
0,5 M Versène 0,05 M. 
Exp. 21-2-8. à 
Pois (Feuille) 475 100 6,6 10,3 1,55 2,5 3royage de 10 g de Pois. 
Pois + Orge 
; 620 124 6,85 5,0 0,73 6,0 Broyage de ro g de Pois + 9,3 g 
d'Orge (Racines). 
II 685 87 5,7 o o 10,5 Broyage de ro # de Pois + 34,3 g 


de racines. 
Infiltration dans Saccharose 
0,5 M Versène o,or M. 


L'activité ATPasique élevée, observée pour les mitochondries de 
racines seules, se retrouve dans les mitochondries obtenues par le broyage 
du mélange feuilles-racines. 

Nous avons cherché si l’action inhibitrice sur la phosphorylation 
était due à des constituants non sédimentables avec les fractions mito- 
chondriales. Le surnageant obtenu après centrifugation de la fraction mito- 
chondriale d’un broyat de racines d'Orge, a été utilisé, soit directement, 
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soit après divers traitements, comme milieu de broyage pour la feuille 
de Pois. Les traitements consistaient en : chauffage à 8o0C, élimination 
des cations, élimination des cations et des anions. Les résultats du ta- 
bleau VII indiquent que le facteur inhibiteur, de la phosphorylation 
ne se trouve pas dans le surnageant. Les P/O observés sont peu différents 
de celui du témoin, l’activité ATPasique n’est pas augmentée. 


TABLEAU VII 


Préparation de mitochondries de feuille dans divers extraits de racines. 


YN p.fiole AtO, UMP P/O ATPase Observations 
Exp. 7-2- , L 
7 (Témoin) 430 4:7 6,5 1,39 1,7 15 g de feuilles de Pois. 
Pois + Surna- 
PEAR ee 390 5,0 A: 1,02 2,0 
Pois + Surna- : = 
geant chauffé 465 4,55 37 0,81 1,5 Surnageant chauffé à 8ocC. 
Exp. 11-2-8. | J 
Pois (Témoin) 450 6,25 8,2 1,31 3,2 14 g de feuilles de Pois. 
Pois + Surna- 
TeANbE eee 535 7:65 8,5 TRE 2,2 
Pois + Surna- | ". = 
geant chauffé 495 5:15 74 1,29 3,0 Surnageant chauffé à SoeC. 


Pois + Surna- 
geant chauffé et | Por 
- décationisé..... 575 6,75 8,0 1,18 2,7 Décationisé sur DOWEX 50. 
Pois + Surna- 
geant chauffé et : 
déionisé....... 455 sr 4,4 17 2,6 Déionisé sur DOWEX 50 et Amberlite 
IRA 400, forme carbonate. 


Nous avons alors introduit un tampon phosphaté dans le milieu de 
broyage. Nous avions évité, jusqu'à ce moment, d'utiliser ce tampon 
dans nos milieux de préparation, tant à cause des actions variables con- 
nues du P. min. sur la structure des mitochondries (gonflement) et ieur 
aptitude à phosphoryler, que pour les erreurs méthodologiques que cela 
pouvait introduire dans la mesure de la phosphorylation. 

Le broyage des racines infiltrées sous vide dans un milieu contenant 
saccharose 0,33 M, versène 0,033 M et PO," 0,01 M, pH 7, et l'utilisation 
de ce milieu pour laver les mitochondries qui sont finalement mises en 
suspension dans le saccharose 0,5 M, nous ont donné des résultats posi- 
tifs : les mitochondries de racines d'Orge ainsi préparées présentent une 
activité phosphorylative nette, se traduisant par un P/O très comparable 
à ceux observés avec les mitochondries de racines de Blé où de Pois. 
Le tableau VIII résume quelques-uns des résultats obtenus. Le broyage 
simultané de feuilles de Pois et de racines d’Orge a été fait dans le milieu 
contenant du tampon phosphaté (tableau IX) : nous obtenons cette fois 
une bonne phosphorylation avec les mitochondries du mélange. 

Avec ce nouveau milieu, il n’est plus nécessaire de procéder à une 
infiltration préliminaire de la solution de broyage pour obtenir des mito- 
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chondries actives (tableau X). Cependant nous avons conservé ce pro- 
cédé qui donne des résultats plus réguliers. 

Comme nous l’avions observé pour les mitochondries de feuilles, la 
phosphorylation est souvent plus intense pendant les premières minutes 
d’incubation au thermostat de WARBURG que pendant les 20 minutes de 
mesure. En suivant la phosphorylation par mesure de radioactivité, il 
est possible d'apprécier cette phosphorylation initiale (tableau XI). 
Quand la phosphorylation est régulière, le P/O est élevé ; au contraire si 
la phosphorylation décroît rapidement (broyage en l'absence de phos- 
phate) le P/O est faible. 


TABLEAU VIII 


YN p. fiole HAO, HPM P/O ATPase Observations 
Exp. 21-3-8. 
Orge 6 jours 190 6,3 7,0 I,II 4,4 
Exp. 28-3-8. 
Orge 6 jours 270 4,4 3,6 0,82 5,2 
Exp. 3-4-8. 
Orge 5 jours 2,2 TVES 0,52 27 Broyage avec PO, 0,05 M. 
13 MA 0,87 67 Broyage avec PO, 0,2 M. 
Exp. 14-4-8. : 
Orge 6 jours 300 4,9 4,05 0,84 4,5 Broyage avec PO,. 
350 5,55 1,35 0,2 II,9 Broyage sans PO,. 
TABLEAU IX 
Y\ p. fiole pAtO; HMP P/0 Observations 
Exp. 16-4-8. . à 
Orge (Racine) 160 2,6 1,7 0,65 17 g de racines d’Orge. 
Pois + Orge 400 6,1 6,2 se 7 g de feuilles de Pois. 
(Feuille racine) 
TABLEAU X 
YN p. fiole pAtO, LMP P/0 
Exp. 22-4-8. 
Orge 
Racines infiltrées ...... 180 2,2 ,2 0,54 
Racines non infiltrées.…. 169 2,15 4 0,66 
TABLEAU XI 
LMP est. BMP est. ; 
en 10 mn en 30 mn P/0 
Exp. 14-4-8. 
Orge ] 
Broyage avec PO ...:....... 2,89 6,95 0,84 


Broyage sans PO............. 1,47 2,82 02 
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IN. — Discussion. 


Les données résumées dans les divers tableaux montrent qu'il est 
possible d'obtenir, à partir de racines, des fractions cellulaires ayant les 
propriétés des mitochondries. Nous avons d’ailleurs réussi à séparer en 
utilisant un gradient de densité, à partir d'un homogénat de racines, 
une fraction qui présente les caractéristiques des mitochondries : taille 
voisine de 0,54 , coloration spécifique par le vert Janus, présence dans le 
spectre réduit des bandes typiques des cytochromes a, b, €. 

Ces mitochondries oxydent le succinate en estérifiant le P min., 
avec un rendement qui se traduit par un P/O parfois supérieur à I. 

Si nous les préparons assez facilement à partir des racines de Blé ou 
de Pois, par broyage dans une solution de saccharose 0,5 M , par contre, 
à partir de racines d’Orge, la même technique donne une fraction cellu- 
laire sans activité oxydative, ni phosphorylante. En lavant les racines 
préalablement (avec DDC où CNK) ou en introduisant dans le milieu 
de broyage une forte concentration de versène (0,053 M) il nous a été 
possible d'obtenir des mitochondries ayant une activité oxydative impor- 
tante (QO, de 550, exp. 18-2-8 et 14-4-8) mais ne phosphorylant prati- 
quement pas. Enfin l'addition d’un tampon de phosphate 0,1 M, au milieu 
de broyage, a permis d'observer une estérification du P min. avec un 
P/O voisin ou supérieur à I. 

Une relation existe entre l'intensité de la phosphorylation oxydative 
et l’activité ATPasique et nucléotidasique des préparations : quand 
l'ATPase est élevée, la phosphorylation est presque nulle, mesurable 
seulement par radioactivité ; quand l’ATPase est diminuée par la présence 
de PO, dans le milieu de broyage, la phosphorylation est nette. Nous 
avons montré que cette activité AT Pasique est élevée pour les préparations 
de racines d’Orge, faible pour celles de Blé, dans des conditions de 
préparations comparables. 

Notre observation, d'une diminution de l'activité ATPasique par 
addition de PO, pendant la préparation des mitochondries, est en contra- 
diction avec les résultats de FoRTI (4) qui trouve, pourles mitochondries 
de plantules de Pois, un accroissement de l'hydrolyse de l'ATP sous 
l'action de l'ion PO,. Une étude plus détaillée (5) indique que l’activité 
ATPasique de nos préparations est, en fait, très complexe : la réaction 
de déphosphorylation de l'ATP ne donne pas seulement de l'ADP, mais 
se poursuit pour aboutir à la libération d'adénine par déphosphorylation 
totale. Nous avions déjà observé ce phénomène pour des mitochondries 
de tissus animaux : quand le P/O est faible, nous observons une dégra- 
dation des nucléotides, quand le P/O est élevé, voisin de la valeur théo- 
rique, les nucléotides ne sont pas déphosphorylés (6). Nous pensons que 
ceci explique la différence entre nos résultats et ceux de FORTI l'addition ; 
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de phosphate, dans nos essais, arrête en partie l’action des nucléotidases 
(d'une manière indirecte) et donc l’ATPase apparente, mesurée par 
l'apparition de P min. 

JAMES et coll. (7,8,9) ayant observé d'importantes différences 
d'action d'inhibiteurs (DDC et CO) sur la respiration des racines d'Orge 
et de BI, ont conclu à la présence dans les racines d’Orge de plusieurs 
systèmes d'oxydation terminale. WAYGO0D était arrivé à des conclusions 
analogues pour la respiration des graines de Blé en germination (10). 
JAMES et WayGooD pensent qu'à la germination et pendant les 3 ou 
4 jours suivants, la cytochrome-oxydase est un composant de la chaîne 
respiratoire mais qu'ensuite cette enzyme disparaît, remplacée par 
l'oxydase de l'acide ascorbique. 

Récemment JAMES et LUNDEGARDH (11) ont trouvé, par observation 
spectroscopique, que les cytochromes sont encore présents dans les 
racines âgées sans cependant être fonctionnels. 

Notre travail indique que ces conclusions sont discutables, puisqu'il 
est possible de préparer, à partir de racines d'Orge âgées de 7 à 8 jours, des 
mitochondries actives tant pour la phosphorvlation que pour l'oxydation; 
le OO, en est élevé, comparable à celui des mitochondries de tissus ani- 
maux. HONDA (12) avait déjà montré la présence dans les racines de Blé 
et d'Orge de mitochondries douées d'activité oxydative. 

L'action des inhibiteurs, sur les tissus intacts, observée par JAMES et 
coll., est d'interprétation difficile. Nous avons pu montrer (13) que l’oxyde 
de carbone, sans inhiber la respiration (mesurée par l'absorption d'oxy- 
gène) de racines d'Orge, inhibe cependant de plus de 50 p. 100 l'absorption 
des ions minéraux par ces racines. Nos travaux avec ROSENBERG (14) 
avaient également montré l'absence d'action de CO sur la respiration 
des feuilles adultes, malgré la présence de cytochrome-oxydase et de 
mitochondries actives. Ceci est la conséquence d’un excès de cyto- 
chrome-oxydase, qui n’est alors plus un facteur limitant la vitesse des 
réactions de la chaîne respiratoire, même quand elle est partiellement 
inhibée. 

L/absence d'action d’un inhibiteur sur un ensemble de réactions en 
chaîne, comme la respiration, ne permet donc pas de conclure à l'absence 
où au non fonctionnement d’un enzyme, puisque le facteur limitant la 
vitesse du transfert dans la chaîne peut être un enzyme insensible à 
l’inhibiteur essayé. 


V. — Résumé. 


Les mitochondries isolées des racines de Blé et de Pois oxydent le 
succinate en estérifiant le P minéral, avec un rendement traduit par un 
P/O supérieur à 1. 

Les mitochondries de racines d'Orge doivent être préparées en pré- 
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sence de tampon phosphate pour pouvoir estérifier le P min. Leur activité 
est alors comparable à celle des racines de Pois et de Blé. L'hypothèse du 
fonctionnement de l’oxydase de l’acide ascorbique, comme oxydase 
terminale, ne nous semble pas fondée, parce que basée uniquement sur 
l’action d’inhibiteurs. 
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IV. — Résumé. 


I. — INTRODUCTION 


L'étude de la localisation du Phosphore nouvellement absorbé par 
la plante a été surtout conduite par les techniques d’autoradiographie. 
Les travaux de BippuLrx (x) utilisant le radiophosphore datent déjà de 
1940. Ils furent suivis de nombreuses recherches du même type : elles 
indiquent que le phosphore s’accumule dans les racines puis dans les 


organes Jeunes. 
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Par contre, aucune étude ne semble avoir été faite sur la répartition 
cellulaire du phosphore absorbé. Ie développement des techniques d'ultra- 
centrifugation ainsi que l'étude des conditions de séparation des fractions 
cellulaires étudiées dans notre laboratoire nous ont permis de suivre 
l'absorption du phosphore et son intégration tant dans les fractions 
solubles que dans les organites cellulaires des feuilles. 

Pour mieux saisir l'absorption et l'intégration du Phosphore dans 
la plante nous avons comparé des plantes normales et des plantes caren- 
cées préalablement en Phosphore. En outre, nous avons étudié l'influence 
de l'obscurité continue sur l'absorption et la répartition du Phosphore. 

Nous avons utilisé comme matériel d'expérience la Tomate et ceci 
entraîne deux remarques importantes : 

1° Bien que poussant en serres dans des conditions contrôlées, l'hété- 
rogénéité est telle que même des lots de 10 à 20 plantes placées dans des 
conditions identiques présentent des différences très notables (hauteur, 
poids sec, teneur en Phophore). 

20° Les dosages ayant été effectués sur la totalité de la matière fo- 
liaire, les résultats donnent l'aspect global de ce qui se passe dans le 
végétal. Or, il est bien évident que l’utilisation et la localisation du Phos- 
phore ne sont pas les mêmes dans des bourgeons et dans des feuilles senes- 
centes. Ce n’est que parce qu'une étude où les analyses auraient été effec- 
tuées sur des lots de feuilles d’âges identiques nous aurait entraîné à un 
nombre de dosages énorme que cela n'a pu être envisagé. 

Ces deux remarques feront comprendre que si nous tenons à donner 
nos résultats nous devons nécessairement être prudents pour les inter- 
prétations et la conclusion. 


II. — TECHNIQUES 


1° Cultures. 


Nous avons utilisé des tomates de la variété « Marmande ». Au cours 
d'une première expérience, ces tomates ont été cultivées dans des pots 
de végétation, les uns remplis de terre carencée en Phosphore, les autres 
de la même terre additionnée d'engrais phosphaté. 

Pour les autres expériences de jeunes plants de tomates ont été 
repiqués dans des pots contenant du sable de Norvège et alimentés avec 
des solutions nutritives. 


La composition des solutions nutritives était la suivante en m e/litre : 


Use NO SU Cat+ Myo++ K+ Nat 
Solution Normale... 4 15 
Solution Carencée. .…. — 18 


à nn 
om 
o 
D © 
on 


(IV, 1959) RÉPARTITION DU PHOSPHORE 325 


Le fer était ajouté sous forme de versénate et les oligoéléments sous 
forme d’une autre solution, pour que la solution nutritive contienne en 
DIDIMm 

He, 0€ 

Mn 0,55; 

Cu 0,06 ; 

Zn 0,06 ; 

BHO 4 

Mo 0,02. 


La carence en Phosphore était réalisée par suppression du PO,NaH, 
de la solution nutritive. 

Dans le cas de la terre carencée, la carence s’est manifestée au déve- 
loppement de la 4€ ou 5° feuille, d’une manière brutale. 

En milieu artificiel, les symptômes visibles sont apparus dans les 
conditions de température et de lumière de nos cultures, environ 8 à 
12 jours après la mise en carence. 

Cependant comme les symptômes visibles correspondent à des lésions 
déjà irréversibles, nous n'avons pour les plantes à carencer supprimé 
l'alimentation en phosphore que pendant 4 à 6 jours avant l'expérience. 
Dans ces conditions, malgré une apparence des plantes carencées peu 
différente de celle des plantes normales, l'analyse nous a montré indis- 
cutablement l'existence d’une carence. 

Les vases ou pots de végétation, dans chacun desquels se trouvent 
6 à 10 plantes suivant les expériences, sont groupés pour le traitement 
lumière ou obscurité de manière à ce que les prélèvements puissent être 
faits le plus rapidement possible. 

L'apport du Phosphore radioactif constitue le début de l'expérience. 
Il est réalisé avec 230 cm d’une solution contenant 1,5 mM de PO{CaH! 
et 250 uc de P% pour chaque vase à terre. Pour les cultures sur sable les 
solutions normales et carencées sont remplacées par une solution com- 
plète contenant environ 1 ue de P# pour 100 1 de solution, ce qui repré- 
sente une activité spécifique du Phosphore de la solution d'environ 
100 à 200 coups/minute par y de Phosphore au moment où toutes les 
analyses sont faites. 


20 Fractionnement. 
a) Prélèvements. 


Outre le prélèvement fait au temps o (apport du Phosphore radio- 
actif), des prélèvements sont faits au bout de temps variables indiqués 
pour chaque expérience. Sauf le premier jour, des prélèvements sont faits 
généralement au lever du jour, et à la tombée de la nuit, et au même ins- 
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tant pour les plantes maintenues constamment à l’obscurité et pour celles 
croissant à la lumière naturelle. 

Les plantes sont prélevées par coupure des tiges à raison de I à 2 
par pot soit de 8 à 20 plantes en tout selon les expériences. 

L'ensemble des feuilles, jeunes, adultes et vieilles, est prélevé, à 
l'exception des boutons floraux et des vieilles feuilles jaunissantes (au- 
dessus des cotylédons). Les tiges feuillées sont pesées. Tiges et nervures 
principales sont enlevées et les feuilles seules sont pesées. 

Une partie — 20 g — est broyée, une autre partie — 10 g — sert à 
déterminer la matière sèche. 


b) Broyage. 


Les essais de l’un de nous ont montré que la composition en acides 
nucléiques des diverses fractions obtenues varie après broyage des feuilles 
dans l’eau ou dans des solutions isotoniques (saccharose où NaCI). Nous 
avions retenu le broyage dans l’eau pour des raisons de simplicité.Cepen- 
dant le pH de la suspension après broyage des feuilles dans l’eau, varie de 
5 à 6 selon le moment du prélèvement. Bien que faible, cette acidité ris- 
querait de dénaturer les protéines, d'entraîner des précipitations, des 
agrégations de particules, perturbant ainsi la séparation des organites 
lors des centrifugations ultérieures. D'autre part, les polyphénoloxydases 
très actives de la tomate produisent, avec la forte aération provoquée 
par le broyage, un brunissement intense de la suspension et les pseudo- 
tanins formés risquent également de dénaturer les protéines. 

Pour pallier ces inconvénients, les feuilles ont été broyées dans 


; M 
une solution de KCN : les polyphénoloxydases sont inhibées et le pH 


après broyage reste compris entre 6,5 et 7,2. Nous avons d’ailleurs cons- 
taté une lente décroissance du pH avec le temps, sa valeur passant par 
exemple de 7,0 à 6,3 au bout d'une heure. 

Le broyage est effectué dans le bol en acier inoxydable du Broyeur 
SERWALI maintenu dans la glace. Pour 20 g de feuilles on ajoute exacte- 
ment 200 ml de KCN _. Le broyage se fait en deux temps : 1 minute 
de vitesse maximum, repos de 2 où 3 minutes, et de nouveau 1 minute 
de vitesse maximum. La température finale de la suspension ne dépasse 
pas 4 ou 59, 

c) Fractionnement. 


La suspension est filtrée sur 2 couches d'étamine pour éliminer les 
gros débris. Le fractionnement est fait par centrifugation. 

Dans nos premiers essais, nous avons tenté d'obtenir des fractions 
assez nombreuses, mais les culots obtenus, peu compacts, se sépa- 
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raient mal du surnageant et ne permettaient pas des résultats repro- 
ductibles. 

Nous avons donc réalisé les séparations suivantes (à l’aide d’une 
Centrifugeuse SPINCO). 

19 Un premier culot obtenu par une date de 20 minutes 
sous 2000 g environ est constitué par des grains d’amidon, des noyaux, 
de gros chloroplastes et des débris cellulaires. 

20 Un deuxième culot obtenu par centrifugation de 20 minutes sous 
20 000 g environ est constitué, lui, principalement de chloroplastes brisés 
et de mitochondries. 

3° Un troisième culot obtenu par 60 minutes de centrifugation 
sous 60 000 g est constitué essentiellement par des microsomes. 

Le surnageant après cette dernière centrifugation représente le cyto- 
plasme et le contenu vacuolaire. 

Le fractionnement est réalisé sur 100 cm? de suspension filtrée. 
Le poids de l'échantillon utilisé pour le broyage était de 20 g frais ; on 
peut admettre que cela représente 18 g d’eau, soit un volume total d’eau 
après broyage de 218 cc. 

Les dosages sont effectués sur des fractions aliquotes des suspensions 
obtenues en remettant en ue homogène chacun des culots de cen- 

trifugation. 

Dans quelques essais on a dosé le Phosphore restant dans le résidu 
sur étamine : il est extrêmement peu important et on n’en a pas tenu 
compte. 


d) Dosages. 
a) Phosphore total. 


Une partie aliquote des diverses suspensions est minéralisée par 
l'acide sulfurique et l’acide perchlorique. La technique a été précédem- 
ment décrite (2). La solution d'acide phosphomolybdique permet de 
déterminer la quantité de Phosphore par la mesure de la densité optique 
puis de mesurer l’activité du Phosphore à l’aide d'un compteur à immer- 
sion (TRACERLAB). 


B) Phosphore minéral. 


Il est déterminé soit sur le surnageant de la dernière centrifugation, 
soit sur la suspension initiale, après centrifugation en présence d'acide 
perchlorique. Son activité est également mesurée. 

Le tableau I donne un exemple des diverses déterminations pour 
un échantillon de feuilles. On voit que la valeur que l’on obtient en dosant 
directement le phosphore total est peu différente de celle que l'on peut 
calculer en additionnant les valeurs trouvées pour les diverses fractions. 
Il en est de même pour la radioactivité. 
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TABLEAU I 
Exemple de détermination. 


Plantes normales — Obscurité 6 juin 1958 5° prélèvement 


Partie aénenne 4... 194,4 g. 
Fenlles is MN 0e Re 54,2 &- 
Matière seche ne Er I0NS 4 7120: 
(ET 70) 
| Sas M 
Brovage 20 g. dans 200 ml KCN — 
CE, 5 500 
PH : 7,15 
| me Coups 
P | Coups | 41 s pour 20 g.| Minute 
E - AS. 20 g- a 
(7) |mmute feuilles |POUr 20 g 
feuilles 
Suspension mtaleenel==t5ml "0. 
Phosphorelto al eee een ee 299 760 2,5 13,0 | 33000 
5 ml + o,2 ml CIO‘“H 
Le < à : 
PIC MDHOSDOTEMMNETAI 2 ae PC 61,8| 200 3,2 7:0 | 22500 
Fractionnement sur 100 ml 
RE | Q 
1e culot 5000 t/m amené à 20 ml 5 ml P total..| 184 | 210 1,1 1,6 1 Soo 
2e culot 15000 t/m amené à 10 ml 5 ml P total..| 184 270 1,4 1,6 2 350 
3° culot 30000 t/m amené à 10 ml 5 ml P total..| 302 110 0.6 Eee 950 
Surnageant 5 ml P total..| 206 680 Æ 9,0 | 29500 
Totaux: | 13.5 33 600 


III. — RÉSULTATS 
1° Expérience de juin 1957. 


Elle fut réalisée en vases de BURGEVIN contenant chacun 12 kg d’une 
terre naturellement pauvre en acide phosphorique : à la terre d'une série 
de 16 vases, furent ajoutés par vase 2 g de C1,M£g et 4 g de SO,K,, une autre 
série de 16 vases recevant en plus 4 g de phosphate monocalcique. Chaque 
vase portait 9 tomates repiquées le 6 juin. Les symptômes sont apparus 
brutalement le 17 juin sur la terre carencée. 

Le 19 juin à 21 heures chaque vase recevait par le fond, 250 ml de 
solution contenant environ 1 me de P# et 6 mM de PO, par litre. 500 ml 
d'eau ont servi à rincer l'entonnoir. 

Une plante par vase a été prélevée à minuit dans chaque série, puis 
à divers moments indiqués dans le tableau II qui donne en outre le poids 
de matière fraîche, la teneur en matière sèche et le poids sec des feuilles. 


Dans cette expérience le fractionnement avait été fait de la manière 
suivante : 


1e culot 20 minutes à environ 200 g; 
2e culot 20 minutes à environ 2 000 g; 
3° culot 20 minutes à environ 20 000 g; 


4® culot 60 minutes à environ 140 000 g. 
Surnageant. 
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Le broyage avait été fait dans divers volumes d’eau, auxquels avait 
(29872 « 2 2 . . + M 
été ajouté un volume calculé, par titration, de KCN-— pour amener le 
10 


PH à la valeur de 7,0. Cela nous avait amené à de nombreux calculs qui 
furent simplifiés par la suite par l'adoption des conditions de broyage et 
de centrifugation décrits dans les méthodes. 


TABLEAU II 
hé + Poids frais Matière | Poids sec 
Prélèvement Traitement feuilles sèche (feuilles) 
ï (en g) % (en g) 
x ÿ Normales 64,4 14,5 9,32 
OUTRE l Carencées 54,0 12,20 6,66 
Cjash ah \ Normales 67,8 13,75 0,32 
| Carencées 52,6 11,50 6,05 
(3) 20/7 à1rh { Normales lumière 60,7 11,85 710 
SEE 7 | Normales obscurité 57,6 10,85 6,25 
20/7 à13h \ Carencées lumière 46,5 13,80 6,42 
PRE | Carencées obscurité 4739 13,05 6,25 
\ Normales lumière 63,3 12,10 7,68 
a / Normales obscurité 63,4 10,40 6,60 
Mr) rohss / Carencées lumière 46,2 14,30 6,62 
| Carencées obscurité 46 12,30 5,06 
\ Normales lumière 69 15,80 10,80 
R. ri Normales obscurité 57 9,60 5,48 
Ghesir à x h 3° l Carencées lumière i 44,6 15,10 6,72 
| Carencées obscurité 44 11,10 4,99 


Les mesures de radioactivité, effectuées par évaporation sur cap- 
sule d'aluminium des solutions alcooliques d'acide phosphomolybdique 
réduit par CLSn, puis comptage avec un compteur à fenêtre, ne sont pas 
bonnes, l’évaporation laissant un dépôt très irrégulier. 

Les tableaux III et IV donnent les résultats obtenus. 

Au point de vue des résultats, il peut sembler à première vue qu'il y 
ait une assez grande hétérogénéité dans les prélèvements — en particulier 
le poids de limbes — poids frais ou poids sec — ne varie pas d’une façon 
continue durant les premiers prélèvements. Il ne faut pas oublier qu'il 
s’agit là du poids d’un matériel préparé pour les dosages, c'est-à-dire que 
les nervures principales sont éliminées et que seuls les limbes sont uti- 
lisés. Cette préparation est assez arbitraire et il ne faut pas s'étonner 
d’une différence entre deux prélèvements rapprochés. 

On peut tout de même dire qu'il y a eu augmentation de poids sur 
des pieds normalement alimentés exposés à la lumière. Alors que les 
plantes carencées gardent un poids sensiblement constant (sauf le der- 
nier prélèvement de carencées laissées 5 jours à l'obscurité). 

Il est frappant de constater que l'apport de phosphore n’a pas permis 
la guérison de la carence. Alors que chez les plantes normales et à la lu- 
mière la teneur en phosphore total passait de 2,14 mg/g de matière sèche 
à 3,5 mg, chez les plantes carencées la différence est très faible, Même 
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après 5 jours le taux de phosphore n’a pas augmenté dans les plantes ca- 
rencées. Il est vraisemblable que ceci tient à la rétention du phosphore par 
le sol carencé. 

C’est pour cette raison que les expériences suivantes ont été effectuées 
sur des plantes poussant non pas sur terre mais sur sable recevant des 
solutions nutritives. 

Il n’est pas étonnant que le taux de phosphore soit plus élevé chez 
les plantes normales que chez les carencées, mais il est caractéristique 
de voir que chez ces dernières la proportion de phosphore du surnageant 
est beaucoup plus faible que chez les normales. Une constatation analogue 
mais peut-être moins nette, a été faite par BURGEVIN et GUYON (3). 

La lumière a une action très nette sur l’organisation du phosphore, 
la proportion du phosphore trouvé dans le surnageant étant toujours plus 
élevée à l'obscurité qu'il s'agisse de plantes normales où carencées. On 
peut d’ailleurs remarquer que la vitesse de renouvellement du Phosphore 
des éléments figurés est plus lente à l'obscurité. 


20 Expérience d'août 1957. 


Cette expérience a donc été réalisée avec des plantes cultivées dans 
des pots contenant du sable, l'alimentation étant faite avec la solution 
nutritive décrite dans le chapitre « Techniques ». I,a moitié des pots rece- 
vait pendant 8 jours une solution ne contenant pas de phosphore. 

Nous n'avons pas observé de symptômes de carence, mais la crois- 
sance était manifestement plus faible pour les plantes alimentées en 
absence de phosphore. 

L'expérience fut commencée le 13 soNt 1957, par apport sur tous les 
pots à 21 heures d’une solution nutritive complète, contenant 24 y de 
Phosphore par mil, et ayant une activité — comptée le 20 août — de 
200 c/m par y de Phosphore, dans des conditions de nos mesures. 


TABLEAU V 
| Poids des feuilles %. Poids aieulles 
Prélèvement Traitement seules matière (grammes) 
(grammes) (feuilles) 
Fe UC SE RENTE Normales 63 — — 
Carencées 37 14,68 5,44 
21418 45 20%... Normales 57:2 12,2 6,98 
. Carencées 20,7 14,2 4,50 
14/3 AUT4 30... Normales so 14,2 7,63 
: Carencées 27,8 16,4 4,46 
4 16/8 à 14 h 30....|. , Normales 58 15,2 8,82 
Carencées 36,2 16,9 6,11 


Le broyage a été fait comme indiqué au chapitre « Techniques ». 
Le fractionnement avait été fait par centrifugation successive de 10 mi- 
nutes à 800 t/m (200 g), 20 minutes à 5 000 t/m (2 000 g), 20 minutes à 


\ 


15 000 t/m (18 000 g) et 60 minutes à 30 000 t/m (80 000 8). 
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Les mesures de densités optiques et radioactivité ont été faites 
d’après les méthodes signalées. 

Les tableaux VI et VII donnent les résultats obtenus. 

Les prélèvements successifs montrent pour les plantes normales 
une augmentation régulière du poids sec. 

Pour les plantes carencées ce poids est à peu près constant pour les 
3 premiers prélèvements, avec un net gain de poids pour le dernier pré- 
lèvement (effectué 60 heures après l'apport de la solution nutritive totale). 

De même que dans l'expérience précédente, la proportion de P du 
surnageant est nettement plus élevée pour les plantes normales que pour 
les carencées (57 p. 100 au lieu de 47 p. 100). 

Le processus de guérison des plantes carencées est dans cette expé- 
rience particulièrement visible : la teneur en Phosphore de la matière 
sèche passe de 1,9 au début de l’e xpérience à 2,9 p. 1000 alors que dans 
le même temps la teneur des plantes normales diminue par suite de l'effet 
du vieillissement. 

Le tableau VIII par comparaison avec le tableau VI donne des ren- 
seignements sur la vitesse d’incorporation du phosphore pendant la syn- 
thèse de matière organique. 

On voit que le surnageant par exemple passe de 5,4 à 11,4 mg pour 
les plantes carencées, soit une augmentation de 6 mg pour 1 800 000 coups/ 
minute incorporés. L'activité spécifique du phosphore ajouté n'étant que 
de 200 coups/minute, c’est donc en fait au moins 9 mg de phosphore qui 
sont entrés dans la plante. Pour les plantes normales avec un gain de 2 mg 
net pour cette même fraction, la radioactivité indique une absorption 
d'au moins 6,5 mg. Il en est de même pour les organites cellulaires ‘et 
pour le 4€ culot. I,à, malgré un bilan de synthèse presque nul, l’activité 
spécifique montre un renouvellement intense (un peu plus faible toutefois 
pour ce 4€ culot). 


30 Expérience de juin 1958. 


Une nouvelle expérience a été réalisée en 1958 sur deux séries de 
plantes, les unes carencées, les autres normales, et dans chaque série la 
moitié des plantes étaient placées à l'obscurité continue, les autres rece- 
vant la lumière du jour. Chaque prélèvement comportait 5 plantes et le 
tableau VIII rassemble les diverses données concernant chaque prélève- 
ment. 

Les tableaux IX à XIII donnent les divers résultats analytiques. 

Pendant les 3 jours d'expérience les plantes restées à l'obscurité 
complète, où ont subi une diminution nette de poids (plantes normales) 
ou sont restées approximativement stationnaires (plantes carencées). 

Par contre les plantes recevant l’éclairement naturel ont augmenté 
nettement de poids (et même fortement dans le cas des plantes carencées). 
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En ce qui concerne le phosphore, on voit que la carence était très 
nette : teneur environ deux fois moindre en Phosphore total pour les 
plantes carencées et répartition du Phosphore correspondant à celle déjà 
remarquée lors des expériences précédentes : 40 p. 100 environ du Phos- 
phore se trouvant dans le surnageant pour les plantes carencées, contre 
65 p. 100 pour les plantes normales. 


TABLEAU VIII 


Plantes carencées 


Poids Matii :ch Poids sec 
Prélèvement Traitement des feuilles pee See des feuilles 
(grammes) 7 (grammes) 
Début de 
T l'alimentation 
2/6 à6h complète 
DU | 
Obscurité 49,6 EN | 5:49 
Lumière 39 12,85 | 51 
2 Obscurité Er 13,55 4,46 
2/6 à rh Lumière 37:4 14,4 5:38 
3 Obscurité 34:7 LES 4,0 
2/6 à 20h Lumière 47,8 14,35 | 6,85 
4 Obscurité 44,7 11,8 5527 
3/6 à 4 h 30 Lumière 51,8 12,35 6,4 
5 Obscurité 42,3 IL,3 4,27 
3/6 à2oh Lumière 63,6 13,5 8,60 
6 Obscurité 53 11,25 5:95 
3/6 à 20 h 30 Lumière 725 15 10,85 
Plantes normales 
| 
1 Obscurité 52,2 13,8 | 72 
séàsh Lumière So 14,8 7,85 
2 Obscurité 55,5 13,95 7575 
s6àirh Lumière 49,8 15,5 7:72 
3 Obscurité 54,6 12,5 6,82 
5/6à2oh Lumière 67 157 10,5 
4 à Obscurité 40,9 PE RO 4,80 
66à5sh Lumière 58,2 13,9 8,1 
5 Obscurité 54,2 11,2 6,1 
6/6 à 20 h 30 Lumière 61,1 15,35 9,4 
6 Obscurité 54,65 10,6 5,8 
7116 à 20h Lumière 59,25 15,75 0,22 


Mais cette carence a été rapidement guérie : la teneur en Phosphore 
total (par rapport à la matière sèche) est passée de I,2 p. 1000 à 2,9 p. 1000 
dans le cas des plantes à l'obscurité et de 1,4 à 2,8 pour les plantes nor- 
malement éclairées, et elle décroît ensuite, comme dans le cas des plantes 
normales. 

On voit dans cette expérience l'influence très nette de l'obscurité. 

: Aussi bien pour les plantes carencées que pour les plantes normales, 
à la fin de l'expérience plus de 70 p. 100 du Phosphore total se trouve dans 
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le surnageant. Et dans les deux cas la radioactivité de ce phosphore repré- 
sente 90 p. 100 de la radioactivité totale (60 p. 100 de Phosphore minéral 
dans les deux cas). 

La radioactivité augmente beaucoup plus dans les plantes soumises 
à un éclairement naturel ; et la vitesse de renouvellement du phosphore 
est très rapide aussi bien pour les plantes normales que pour les plantes 
carencées. 

Pour les plantes normales — à la lumière — la radioactivité spécifique 
du Phosphore de la suspension initiale après broyage atteint 16,2 le 
32 jour (elle est de 87 pour la solution nutritive) alors que dans le cas des 
plantes normales à l'obscurité cette même activité spécifique n’atteint 
que 3. 

Dans le cas des plantes carencées, les valeurs sont encore plus élevées : 
l’activité spécifique du Phosphore de la solution nutritive était de 131 
et celle du phosphore de la suspension initiale atteint 109 dans le cas des 
plantes normalement éclairées, contre 69,5 pour les plantes à l'obscurité. 

11 semble en outre que l'absorption se produise préférentiellement à 
la lumière, puisque l’activité spécifique du Phosphore de la plante passe 
de 0,47 à 3,5 pour les plantes normales, de 10,68 à 61 pour les plantes 
carencées, entre 11 heures et 20 heures, mais seulement de 3,5 à 3,05 et de 
61 à 76 entre 20 heures et 6 heures du matin. | 

Le tableau XIII résume les variations de la répartition du Phosphore 
entre les éléments figurés, Phosphore organique du surnageant et Phos- 
phore minéral. 

On peut voir que le renouvellement du Phosphore dans les éléments 
figurés se fait plus vite pour les chloroplastes et les mitochondries (1er et 
2e culots) que pour les microsomes (3° culot) surtout à l'obscurité. A la 
lumière on constate un renouvellement plus intense du Phosphore des 
microsomes qu'à l'obscurité, surtout à partir du 2° jour. 

Le calcul montre que le Phosphore organique du surnageant a une 
activité spécifique assez voisine de celui du Phosphore minéral, inférieure 
cependant au début de l'expérience : il semble donc que cette radioactivité 
de la fraction organique soit due à des phosphorylations ayant eu lieu 
dans les feuilles et non à des composés phosphorés formés dans les racines. 
L'analyse des sèves ascendantes (résultats non publiés) a montré qu’en 


effet le phosphore s'y rencontre presque exclusivement sous forme 
minérale. 


RÉSUMÉ 


Plusieurs expériences ont été effectuées pour rechercher l'influence de 
la lumière et de la carence préalable en phosphore sur l'absorption et la répar- 


tition de PO,--- dans diverses fractions cellulaires séparables par centrifugation 
fractionnée, 
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Nous avons constaté que : 


19 Pour les plantes normales et pour les plantes carencées : 

— L'absorption des phosphates est plus forte à la lumière qu’à l’obscu- 
Tité ; 

— le renouvellement du Phosphore dans les diverses fractions cellulaires 
est plus intense à la lumière qu’à l'obscurité ; 

— le renouvellement est plus rapide entre les fractions correspondant aux 


chloroplastes et aux mitochondries que dans celles correspondant aux micro- 
somes. 


29 Pour les plantes carencées : 


— La proportion de phosphore trouvée dans le surnageant (cytoplasme et 
contenu vacuolaire) est plus faible que celle de la fraction correspondante des 
plantes normales ; 

— après apport de phosphate, l'absorption et l'incorporation du Phos- 
phore sont plus intenses que pour les plantes normales. 
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